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Functional Rating Scale Revised) 
AUC površina pod krivuljo (angl. area under curve) 
BMN bolezen motoričnega nevrona 
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1 UVOD S PREDSTAVITVIJO PROBLEMATIKE, CILJEV IN HIPOPTEZ 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
Amiotrofična lateralna skleroza (ALS) je hitro napredujoča nevrodegenerativna bolezen, ki 
prizadene zgornje in spodnje motorične nevrone (Hobson in sod., 2016). Približno 10 % 
bolnikov ima družinsko obliko bolezni, kjer je bila bolezen v družini že diagnosticirana 
(Chia in sod., 2018). Pri večini teh bolnikov so odkrili mutacijo v enem izmed 33 z boleznijo 
povezanih genov. Te mutacije so lahko tudi vzrok za pojav sporadične oblike ALS, kjer 
oboleli nimajo družinske zgodovine bolezni (Chia in sod., 2018). Vzroka za nastanek bolezni 
pri bolnikih brez patogenih mutacij še ne poznamo. Številni raziskovalci domnevajo, da k 
razvoju genetsko nepojasnjene ALS pripomorejo različni epigenetski mehanizmi, kar 
utemeljujejo s primeri parov enojajčnih dvojčkov, kjer bolezen razvije samo eden izmed 
dvojčkov (fenotipsko različni enojajčni dvojčki, angl. disease-discordant monozygotic 
twins) (Young in sod., 2017). V nekaterih primerih se bolezen pojavi tudi samo pri enem od 
para enojajčnih dvojčkov z mutacijo v vzročnih genih (Xi in sod., 2014; Zhang in sod., 
2016), kar nakazuje na možen vpliv epigenetskih mehanizmov pri nastanku bolezni. Med 
najbolj preučevane epigenetske mehanizme uravnavanja izražanja genov štejemo metilacijo 
DNA in nekodirajoče RNA (ncRNA). 
V veliko študijah o vplivu ncRNA na razvoj in napredovanje ALS se osredotočajo predvsem 
na mikro RNA (miRNA) (Russell in sod., 2013; Chen in sod., 2016b; Figueroa-Romero in 
sod., 2016), ki pa so le majhen segment znotraj skupine ncRNA. V zadnjem času lahko 
zaradi tehnološkega napredka preučujemo tudi manj zastopane skupine ncRNA, med katere 
spadajo tudi krožne RNA (circRNA). Dolgo je veljalo, da so circRNA zgolj stranski produkt 
pri izrezovanju intronov ter tako ne opravljajo posebnih funkcij (Xie in sod., 2017). Novejše 
študije kažejo, da se circRNA lahko prepisujejo podobno kot kodirajoče RNA, posredno 
uravnavajo izražanje genov ali pa se vežejo na RNA-vezavne proteine (Ragan in sod., 2019). 
Posredno uravnavanje izražanja genov temelji na tekmovanju med circRNA in mRNA za 
vezavo miRNA, pri čemer mora imeti circRNA zadostno število miRNA-vezavnih mest, da 
opazimo učinek (Ragan in sod., 2019). Poleg tekmovanja za vezavo miRNA lahko circRNA 
delujejo tudi kot pasti za mRNA. Tako vlogo so podrobno opisali pri circRNA, ki nastanejo 
iz mRNA za distrofin (Gualandi in sod., 2003). Preostanek mRNA je zaradi tega 
nefunkcionalen. 
Italijanski raziskovalci so pokazali, da mutacije v genu FUS vplivajo na biogenezo circRNA 
v mišjih motoričnih nevronih, ki so jih razvili iz embrionalnih matičnih celic (Errichelli in 
sod., 2017). Gen zapisuje za protein FUS, ki se veže na DNA in RNA ter je vključen v 
različne korake procesiranja RNA (Zhou in sod., 2013). Mutacije v genu vodijo do 
spremenjene lokalizacije proteina in nastanka citosolnih agregatov, oboje pa so raziskovalci 
že povezali z razvojem ALS (Vance in sod., 2009). Na podlagi omenjenih dejstev lahko 
utemeljeno sklepamo, da so circRNA spremenjeno izražene tudi pri bolnikih z ALS, vendar 
povezava med circRNA in ALS še ni opisana v literaturi. 
2 
Dolinar, A. Izražanje izbranih nekodirajočih RNA pri bolnikih z amiotrofično lateralno sklerozo. 
   Dokt. disertacija. Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta; Ljubljana, 2020 
 
1.2 NAMEN RAZISKAVE 
V okviru doktorske naloge smo želeli preučiti izražanje izbranih ncRNA (miRNA in 
circRNA) pri bolnikih z ALS. Ugotoviti smo želeli tudi, ali so spremembe v izražanju 
intergenskih ncRNA povezane s spremenjenim metilacijskim statusom njihovih 
promotorjev. Pri intragenskih ncRNA smo poleg izražanja ncRNA preučili tudi izražanje 
gostiteljskega gena. 
1.3 RAZISKOVALNE HIPOTEZE 
• Izražanje izbranih nekodirajočih RNA (circRNA, miRNA) se med bolniki in zdravimi 
kontrolami razlikuje. 
• Spremenjeno izražanje izbranih nekodirajočih RNA (miRNA in/ali circRNA) je 
povezano s spremembami v metilaciji njihovih promotorjev na nivoju DNA. 
• Spremembe v izražanju izbranih intragenskih nekodirajočih RNA (miRNA in/ali 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 AMIOTROFIČNA LATERALNA SKLEROZA (ALS) 
ALS je leta 1874 opisal francoski zdravnik Jean-Martin Charcot, v svojem komentarju leta 
1887 pa je zapisal sledeče: »Diagnoza amiotrofične lateralne skleroze je - tako kot anatomija 
in fiziologija - eno izmed najbolj celovito razumljenih stanj v klinični nevrologiji.« (Turner 
in Swash, 2015). Leta 1962 je britanski nevrolog Walter Russell Brain uvedel izraz bolezen 
motoričnega nevrona (BMN) kot skupni imenovalec za štiri klinične tipe bolezni: ALS, 
primarno lateralno sklerozo, progresivno mišično atrofijo in progresivno bulbarno parezo 
(Brain, 1962). Predvsem v Ameriki je bolezen poznana pod imenom Lou Gehrigova bolezen, 
v spomin na Louja Gehriga, ameriškega igralca bejzbola, ki je bil z ALS diagnosticiran leta 
1939 (Sifferlin, 2016). Doživljenjsko tveganje za nastanek ALS pri splošni populaciji je 
0,3 %, pri osebah z družinsko obremenjenostjo (sorodnik v prvem kolenu z diagnozo ALS) 
pa 1,4 % (Ryan in sod., 2019). 
Glavna značilnost ALS, ki bolezen ločuje od preostalih kliničnih tipov BMN, je prizadetost 
tako zgornjih (ZMN) kot spodnjih (SMN) motoričnih nevronov ob nastanku bolezni 
(slika 1). Pri primarni lateralni sklerozi so prizadeti ZMN, pri progresivni mišični atrofiji 
SMN, pri progresivni bulbarni parezi pa so prizadeti psevdobulbarni (ZMN) ali bulbarni 
(SMN) motorični nevroni. Kasneje se pri teh oblikah BMN lahko pojavi tudi prizadetost pri 
drugi skupini motoričnih nevronov in takrat začetni klinični tip BMN napreduje do ALS 
(Turner in Swash, 2015). Med najpogostejšimi simptomi in znaki ALS so mišični trzljaji in 
krči, šibkost mišic in kasneje paraliza mišic, ter težave z govorom. Glede na prve simptome 
ločimo spinalno in bulbarno obliko ALS. Pri spinalni ALS so prve težave izrazitejše v 
mišicah okončin, bolniki z bulbarno obliko pa imajo več težav z mišicami orofarinksa. 
Kasneje se pojavijo tudi motnje dihanja, težave s požiranjem in posledično izguba telesne 
teže (Hobson in sod., 2016). Prvi simptomi se najpogosteje pojavijo med 60. in 65. letom 
starosti, bolniki pa običajno umrejo dve do pet let po pojavu prvih simptomov. Izjemoma 
lahko bolezen nastopi že pred 40. letom starosti, kar je bolj verjetno pri moških, običajno pa 
je pri mlajših bolnikih napredovanje bolezni počasnejše (Al-Chalabi in sod., 2016). 
Diagnoza ALS temelji na izključevanju bolezni s podobnimi kliničnimi znaki. Glede na 
prenovljene kriterije El Escorial lahko po kliničnem pregledu ALS opredelimo kot klinično 
možno, klinično verjetno ali klinično zanesljivo (Brooks in sod., 2000). Opredelitev je 
odvisna od obsega ugotovljenih okvar motoričnih nevronov – pri klinično možni ALS je 
potrebno ugotoviti okvare ZMN in SMN v eni regiji, pri klinično verjetni ALS v dveh regijah 
in pri klinično zanesljivi ALS v treh regijah telesa. Od pojava prvih simptomov do 
postavljene končne diagnoze v povprečju mine 11 mesecev, zaradi dokaj nespecifičnih 
simptomov in potrebe po izključevanju bolezni s podobnimi kliničnimi znaki pa nekateri 
bolniki najprej dobijo neustrezno diagnozo. To lahko vodi do nepotrebnih in neučinkovitih 
terapij, pri nekaterih bolnikih pa ta čas predstavlja tudi polovico ali več časa trajanja njihove 
bolezni (Paganoni in sod., 2014). Za ALS trenutno obstajata dve zdravili, pri katerih so 
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ugotovili pozitiven učinek na potek bolezni v randomiziranih dvojno slepih študijah, riluzol 
in edaravon, ki pa bolezen le upočasnita. Večina zdravljenja sicer temelji na lajšanju težav 
(simptomatsko zdravljenje). 
2.1.1 Patogeneza bolezni 
Mišične težave pri ALS se pojavijo zaradi slabše oživčenosti mišic, kar je posledica 
propadanja motoričnih nevronov in izgube živčnomišičnih stikov. Vzroki za propadanje tako 
ZMN kot SMN so različni, vendar so skupni tako bolnikom z mutacijami v vzročnih genih 
kot bolnikom brez teh mutacij. V grobem jih lahko razdelimo v tri skupine: motnje 
homeostaze proteinov, motnje metabolizma DNA in RNA ter motnje transporta celičnih 
veziklov. V manjšem deležu so pri bolezni spremenjeni tudi nekateri drugi procesi: vnetje, 
avtofagija, aktivnost celic glije (Eykens in Robberecht, 2015). 
Predvsem motena homeostaza proteinov je skupna značilnost številnih nevrodegenerativnih 
bolezni, kot so ALS, Alzheimerjeva bolezen, Parkinsonova bolezen, frontotemporalna 
demenca in druge. Pojavi se zaradi napačnega zvijanja proteinov, nastanka proteinskih 
agregatov ter njihovega kopičenja v celici (Soto in Pritzkow, 2018). Pri ALS v nevronih in 
celicah glije praviloma najdemo agregate proteina TDP-43 (Mackenzie in sod., 2007), v 
nekaterih zgodnjih oblikah bolezni pa so agregate dokazali zgolj v nevronih (Kon in sod., 
2019). Proteinske agregate najdemo tako pri bolnikih z znanimi mutacijami v vzročnih genih 
kot tudi pri bolnikih brez njih. Prav tako so pri skoraj vseh bolnikih prisotni tudi agregati 
proteina SQSTM1 (Majcher in sod., 2015). Poleg tega najdemo v različnih celicah še 
agregate naslednjih proteinov: SOD1, FUS, OPTN, UBQLN2 in DPR (Ramesh in Pandey, 
2017). Proteini DPR nastanejo zaradi transkripcije in translacije razširjenih 
heksanukleotidnih ponovitev (HRE, angl. hexanucleotide repeat expansion) v genu C9orf72 
(Kumar in sod., 2017). Agregatov TDP-43 izjemoma ne najdemo le pri bolnikih s prisotnimi 
mutacijami v genu SOD1 (Mackenzie in sod., 2007), medsebojno pa se izključujejo tudi 
agregati TDP-43 in FUS (Vance in sod., 2009). Proteina UBQLN2 in SQSTM1 običajno 
sodelujeta pri proetasomski razgradnji proteinov, zato njuna nefunkcionalnost vodi do še 
večjih motenj v homeostazi proteinov. 
Poleg omenjenih proteinskih agregatov v celicah bolnikov z ALS najdemo tudi 
citoplazemske skupke RNA in različnih proteinov, ki jih imenujemo stresne granule in 
nastanejo kot odziv celice na različne stresne dejavnike. Ob prisotnosti stresnih dejavnikov 
celica namreč želi omejiti porabo različnih virov in energije, zato zaustavi translacijo vseh 
tistih mRNA, katerih proteini niso nujno potrebni za njeno preživetje. Skupaj z različnimi 
RNA-vezavnimi proteini jih združi v stresne granule, kjer nato uravnava njihovo translacijo 
(Li in sod., 2013b). Med temi RNA-vezavnimi proteini sta tudi TDP-43 in FUS, ki sta v 
normalnih pogojih sicer jedrna proteina in sodelujeta pri procesiranju mRNA. Njuni 
proteinski agregati in spremenjena celična lokalizacija vodijo do izgube primarne funkcije 
in posledičnih motenj v procesiranju RNA. 
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Slika 1: Shematski prikaz motoričnih nevronov v telesu (Brown in Al-Chalabi, 2017: 163). Zgornji 
(kortikospinalni) motorični nevroni izvirajo v motoričnem korteksu, potujejo skozi hrbtenjačo in še v hrbtenjači 
tvorijo sinapso s spodnjim motoričnim nevronom, ki nato izhaja iz hrbtenjače in tvori živčnomišične stike. Pri 
spodnjih motoričnih nevronih ločimo bulbarne motorične nevrone, ki oživčujejo mišice orofarinksa, ter 
spinalne motorične nevrone, ki oživčujejo mišice okončin. 
Figure 1: Schematic representation of motor neurons in human body (Brown and Al-Chalabi, 2017: 163). 
Upper (corticospinal) motor neurons originate in motor cortex, travel through spinal cord and form synapses 
with lower motor neurons that then form neuromuscular junctions. There are two groups of lower motor 
neurons, bulbar motor neurons that innervate oropharyngeal muscles, and somatic motor neurons that innervate 
limb muscles. 
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Pri ALS pride tudi do spremenjenega transporta celičnih veziklov in organelov. Proces je še 
posebno pomemben pri nevronih, saj so njihovi aksoni lahko dolgi tudi več kot en meter in 
je tako vezikularni transport bistven za normalno delovanje sinaps. Do sprememb pri 
transportu pride zaradi preureditev citoskeleta ali zaradi nefunkcionalnih transportnih in 
pomožnih proteinov na vseh nivojih celičnega transporta – med endoplazemskim 
retikulumom in Golgijevim aparatom, transportu veziklov po citoskeletu ter pri uravnavanju 
endocitoze. Moten transport med endoplazemskim retikulumom in Golgijevim aparatom je 
posledica različnih nefunkcionalnih proteinov, med drugim TDP-43, FUS, SOD1, OPTN, 
VAPB (Stoica in sod., 2014; Soo in sod., 2015). Z boleznijo povezane mutacije so odkrili 
tudi v genu KIF5A (Nicolas in sod., 2018), ki zapisuje za protein kinezin 5A in v genu 
DCTN1 (Munch in sod., 2004), ki zapisuje za protein p150Glued. Kinezin 5A sodeluje pri 
transportu veziklov po mikrotubulih od telesa nevrona k aksonom (anterogradni transport), 
odkrite mutacije pa onemogočajo pritrditev vezikla na protein (Burk in Pasterkamp, 2019). 
Protein p150Glued je eden izmed 23 podenot dinaktinskega kompleksa, ki sodeluje pri 
transportu avtofagosomov od aksonov proti telesu nevrona (retrogradni transport). Zaradi 
mutacij je kompleks nefunkcionalen, avtofagosomi pa se tako kopičijo v celici (Ikenaka in 
sod., 2013). Do težav pride tudi pri fuziji endocitotskih veziklov z lizosomi ali avtofagosomi 
zaradi mutacij v genu VCP (Ju in sod., 2009). 
Pri bolnikih z ALS so na površini nevritov in dendritskih trnov opazili tudi povečano 
prisotnost glutamatnih receptorjev NR1 in GluR1, kar lahko vodi do z glutamatom povezane 
ekscitotoksičnosti – zvišane vzdražnosti nevronov in kasnejše celične smrti (Burk in 
Pasterkamp, 2019). 
2.1.2 Genetika bolezni 
Približno 15 % bolnikov ima družinsko obliko bolezni (FALS), preostalih 85 % primerov 
bolezni pa je sporadičnih (SALS) (Renton in sod., 2014). Obe obliki, FALS in SALS, sta 
klinično neločljivi in imata lahko enako genetsko ozadje bolezni, diagnoza FALS označuje 
zgolj prisotnost diagnoze ALS pri drugih sorodnikih obolelega. Raziskovanje genetskega 
ozadja ALS je v zadnjem času intenzivno napredovalo, saj so v preteklih 10 letih odkrili kar 
polovico vseh do sedaj znanih bolezenskih genov. Teh je trenutno 33 (slika 2) in razložijo 
približno 70 % primerov FALS in 20 % primerov SALS (Smith in sod., 2017; Chia in sod., 
2018; Nicolas in sod., 2018; Janel in sod., 2019). Prvi gen, SOD1, so z boleznijo povezali 
leta 1993 in je mutiran pri 12 % bolnikov s FALS in 1-2 % bolnikov s SALS (Rosen in sod., 
1993). Mutacije se pri FALS v večini primerov dedujejo avtosomno dominantno, lahko pa 
tudi avtosomno recesivno ali vezano na kromosom X. Pri SALS se mutacije pojavijo 
de novo, ni pa znano, koliko bolnikov ima družinsko obliko bolezni, vendar pri sorodnikih 
niso opazili izrazitejših težav ali pa so ti umrli pred pojavom simptomov (Chia in sod., 2018). 
Pri bolnikih je najpogostejša genetska sprememba prisotnost HRE v genu C9orf72 (DeJesus-
Hernandez in sod., 2011; Renton in sod., 2011). Pogostost HRE kot vzroka za nastanek 
bolezni je odvisna od populacije. Pri Fincih lahko s HRE pojasnimo 46 % primerov FALS 
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in 21 % primerov SALS (Renton in sod., 2011), pri prebivalcih Severne Amerike pa HRE 
razložijo pojav bolezni zgolj pri 23 % primerov FALS (DeJesus-Hernandez in sod., 2011). 
Še slabše – zgolj v 5 % – lahko s HRE pojasnimo pojav ALS pri azijski populaciji (Majounie 
in sod., 2012). V splošnem velja, da HRE najdemo pri približno 40 % FALS in 8 % SALS 
(Majounie in sod., 2012). Tudi mutacije v ostalih bolezenskih genih razložijo več primerov 
FALS kot SALS, vendar razlike v odstotkih niso tako velike kot pri HRE (Chia in sod., 
2018). 
 
Slika 2: Genetsko ozadje ALS (Smith in sod., 2017; Chia in sod., 2018; Nicolas in sod., 2018; Farhan in sod., 
2019; Janel in sod., 2019). Do sedaj so z boleznijo povezali 33 genov; prvi bolezenski gen, SOD1, so odkrili 
leta 1993. Najbolj pogosta genetska sprememba so razširjene heksanukleotidne ponovitve v genu C9orf72, ki 
so jih odkrili leta 2011. Z vsemi doslej znanimi bolezenskimi geni lahko razložimo pojav ALS v približno 70 % 
pri družinski obliki (modro) in 20 % pri sporadični obliki (zeleno). 
Figure 2: Genetic background of ALS (Smith et al., 2017; Chia et al., 2018; Nicolas et al., 2018; Farhan in 
sod., 2019; Janel et al., 2019). There are 33 ALS-associated genes; first of them, SOD1, was discovered in 
1993. Most common genetic change are hexanuleotide expansions in C9orf72 that were discovered in 2011. 
With ALS genes we can explain approximately 70% of familial cases (blue) and 20% of sporadic cases (green). 
 
Skupaj z odkrivanjem novih genetskih vzrokov nastanka ALS postaja jasno, da je pojav 
predvsem SALS odvisen tudi od drugih vzrokov. Ammar Al-Chalabi je skupaj s sodelavci 
leta 2014 postavil hipotezo, da je razvoj ALS večstopenjski proces in je za nastanek bolezni 
potrebnih več zaporednih korakov (Al-Chalabi in sod., 2014). S pomočjo matematičnega 
modela so predpostavili šeststopenjski proces, kasneje pa so pokazali tudi, da imajo določene 
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bolezenske mutacije tako velik učinek, da štejejo za več korakov v razvoju bolezni (Chio in 
sod., 2018). Ob prisotnosti mutacij v genu TARDBP je razvoj ALS štiristopenjski proces, 
prisotnost HRE v genu C9orf72 vodi do tristopenjskega procesa, mutacije v genu SOD1 pa 
so povezane z dvostopenjskim procesom razvoja bolezni. 
Hipotezo večstopenjskega razvoja ALS podpirajo tudi primeri fenotipsko različnih 
enojajčnih dvojčkov, kjer bolezen razvije zgolj eden izmed para (Xi in sod., 2014; Zhang in 
sod., 2016; Young in sod., 2017). K posamezni stopnji razvoja bolezni lahko prispevajo 
genetski dejavniki (mutacije v vzročnih genih) ali različni epigenetski dejavniki, na katere 
lahko vpliva tudi okolje. 
Hitrost razvoja bolezni lahko uravnavajo tudi geni, ki vplivajo na izražanje bolezenskih 
genov (angl. modifier genes). V transgenskih vinskih mušicah so izrazili protein FUS in tako 
sprožili nevrodegeneracijo. Odkrili so, da utišanje genov Pink1 ali Parkin vodi do izboljšanja 
lokomotorne funkcije in podaljšanja življenjske dobe mušic (Chen in sod., 2016a). Pri 
mišjem modelu SOD1-ALS pa utišanje gena Parkin upočasni napredovanje bolezni in 
izgubo motoričnih nevronov ter podaljša življenjsko dobo miši (Palomo in sod., 2018). 
2.2 EPIGENETIKA IN NJENA VLOGA PRI ALS 
Epigenetika v svojem širšem pomenu predstavlja most med genotipom in fenotipom nekega 
organizma (Goldberg in sod., 2007). Gre za pogosto dedne spremembe, ki vplivajo na 
izražanje in funkcionalnost genov, a niso zapisane v DNA. Poznamo tri glavne epigenetske 
mehanizme, metilacijo DNA, nekodirajoče RNA in post-translacijske modifikacije histonov. 
Med naštetimi ima metilacija DNA najbolj dolgoročen vpliv na izražanje genov. 
2.2.1 Metilacija DNA 
Metilacija DNA je glavni epigenetski mehanizem, kjer so vpleteni trije molekularni procesi: 
pripenjanje, prepoznavanje in odstranjevanje metilne skupine na DNA. DNA-
metiltransferaza (DNMT) kot donor metilne skupine uporabi S-adenozil-metionin ter 
metilno skupino prenese z donorja na mesto C5 v citozinskem obroču in tako tvori 5-
metilcitozin. Za metilacijo so primerni zgolj citozini, ki jim sledi gvanin (t. i. mesta CpG). 
Poznamo pet encimov DNMT: DNMT1, DNMT2, DNMT3A, DNMT3B in DNMT3L, pri 
čemer je DNMT3L katalitično neaktiven encim, DNMT2 pa sodeluje pri metilaciji RNA in 
ne DNA. Pri metilaciji DNA sodelujejo DNMT1, ki metilne skupine prenaša na 
hemimetilirano DNA in tako deluje kot vzdrževalna DNMT, ter DNMT3A in DNMT3B, ki 
sta sposobni metilirati DNA de novo (Moore in sod., 2013). Metilacija DNA v promotorski 
regiji z visoko gostoto mest CpG (HCP, angl. high CpG density promoter) ali srednjo gostoto 
mest CpG (ICP, angl. intermediate CpG density promoter) utiša izražanje genov na dva 
načina. Prisotnost metilnih skupin v promotorski regiji lahko moti vezavo transkripcijskih 
faktorjev na DNA ali pa se na metilne skupine vežejo metil-vezavni proteini, ki tako zasedejo 
vezavno mesto za transkripcijske faktorje (Li in Zhang, 2014). Metilacija pa ne vpliva na 
izražanje promotorjev z nizko gostoto mest CpG (LCP, angl. low CpG density promoter). V 
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redkih primerih so metilaciji podvrženi tudi citozini znotraj zapisa za gen. Tako metiliran 
gen je običajno bolj izražen kot nemetiliran gen (Wu in sod., 2010). Odstranjevanje metilnih 
skupin poteka pasivno ali aktivno. Pasivna izguba metilacije poteka skozi več ciklov 
podvojevanja DNA, če DNMT1 zaradi inhibicije ali mutacije ni sposobna vzdrževati 
ustreznega nivoja metilacije. Aktivno odstranjevanje metilnih skupin vključuje serijo 
encimskih reakcij, kjer se 5-metilcitozin pretvori do timina, 5-hidroksimetiluracila, 5-
formilcitozina ali 5-karboksilcitozina. Končni produkti pretvorbe sprožijo proces 
popravljanja DNA z izrezovanjem baze, kjer timin-DNA-glikozilaza zamenja modificiran 
nukleotid s citozinom (Moore in sod., 2013). 
Vlogo metilacije pri nastanku in razvoju ALS raziskovalci preučujejo v različnih tkivih, tako 
na nivoju gena kot na nivoju genoma. V možganskem tkivu so Morahan in sodelavci 
pokazali, da je med bolniki s SALS 38 spremenjeno metiliranih mest, geni s spremenjeno 
stopnjo metilacije pa so vključeni v prenos živčnega signala, homeostazo kalcija in 
uravnavanje odziva celice na oksidativni stres (Morahan in sod., 2009). V drugi raziskavi so 
pri analizi vzorcev hrbtenjače odkrili, da geni s spremenjeno metilacijo sodelujejo pri 
vnetnem in imunskem odzivu (Figueroa-Romero in sod., 2012). Pri analizi metilacije v 
vzorcih periferne krvi fenotipsko različnih enojajčnih dvojčkov so odkrili, da imajo oboleli 
dvojčki višjo stopnjo metilacije na določenih mestih CpG in so tako epigenetsko starejši 
(Young in sod., 2017). Težnjo k višji epigenetski starosti pri bolnikih z ALS so pokazali tudi 
pri enojajčnih dvojčkih z mutacijami v genih SOD1 in ARHGEF28 (Zhang in sod., 2016). 
Spremembe so opazili tudi pri metilaciji promotorske regije gena C9orf72 ter HRE (slika 3), 
ki se nahajajo pred prvim eksonom (transkript 2, NM_018325) ali v prvem intronu 
(transkript 1, NM_001256054 in transkript 3, NM_018325). Povečana metilacija teh mest je 
povezana s prisotnostjo HRE (Xi in sod., 2013) in vodi do zmanjšanega izražanja gena, kar 
zmanjšuje tvorbo proteinov DPR in toksičnih RNA (Bauer, 2016; Gijselinck in sod., 2016). 
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Slika 3: Metilacija gena C9orf72 (Dolinar in sod., 2018: 105). Metilirani citozinski ostanki se nahajajo v 
promotorski regiji (CpG otok) in v razširjenih heksanukleotidnih ponovitvah ((G4C2)n), ki se nahajajo v prvem 
intronu (transkript 1, NM_001256054 in transkript 3, NM_145005) ali pred prvim eksonom (transkript 2, 
NM_018325). 
Figure 3: Methylation of C9orf72 gene (Dolinar et al., 2018: 105). Methylated cytosine residues can be found 
in the promoter region (CpG island) and in expanded hexanucleotide repeats ((G4C2)n) that are located in the 
first intron (transcripts 1 and 3, NM_001256054 and NM_145005, respectively) or upstream of the first exon 
(transcript 2, NM_018325). 
 
2.2.2 Nekodirajoče RNA (ncRNA) 
Različne ncRNA v celici predstavljajo približno dve tretjini vseh sintetiziranih RNA. Delimo 
jih na dve skupini, vzdrževalne in regulatorne ncRNA. Med vzdrževalne ncRNA prištevamo 
prenašalno in ribosomsko RNA, ki sodelujeta pri sintezi proteinov, malo jedrno RNA, ki 
sodeluje pri izrezovanju intronov, ter malo nukleolarno RNA, ki sodeluje pri zorenju 
ribosomske RNA. Med regulatornimi ncRNA najdemo miRNA, dolge nekodirajoče RNA, 
circRNA ter kratke interferenčne RNA. Sodelujejo pri izrezovanju intronov, uravnavanju 
prepisovanja genov ter stabilnosti mRNA, lahko pa delujejo tudi kot spužve za miRNA 
(Salta in De Strooper, 2017). 
2.2.2.1 Mikro RNA (miRNA) 
Biogeneza miRNA poteka večstopenjsko (slika 4). V jedru se gen prepiše v primarno 
miRNA, ki jo encimski kompleks Drosha/DGCR8 cepi do prekurzorske miRNA. Ta se 
prenese v citoplazmo, kjer po cepitvi z encimom Dicer nastane zrela miRNA. Skupaj s 
proteini AGO in TNRC6 tvori z RNA induciran utiševalni kompleks (RISC, angl. RNA-
induced silencing complex), ki sodeluje pri utišanju mRNA (Daugaard in Hansen, 2017). 
Poleg opisane kanonične poti obstajajo še tri alternativne poti biogeneze miRNA, kjer je 
izpuščena encimska cepitev z Drosho, Dicer-jem ali obema encimoma. 
Pri ALS so spremenjeno izražene številne miRNA v različnih vzorcih – krvi, cerebrospinalni 
tekočini, hrbtenjači in mišicah, spremembe v izražanju pa so med različnimi študijami včasih 
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nasprotujoče. V nadaljevanju je na različnih primerih prikazano, kako lahko spremenjeno 
izražanje miRNA prispeva k patogenezi ALS (preglednica 1). 
Hsa-miR-132 je na kromosomu 17 zapisana intergenska miRNA, ki spada v skupino 10 
miRNA, katerih izražanje v celici je odvisno od prisotnosti/aktivnosti proteina TDP-43 
(Kawahara in Mieda-Sato, 2012). Zaradi utišanja TARDBP pride do motenega procesiranja 
omenjenih miRNA in posledično znižanega izražanja miRNA. Izražanje hsa-miR-132-3p je 
bilo v serumu in hrbtenjači znižano (Campos-Melo in sod., 2013; Freischmidt in sod., 2013), 
v levkocitih pacientov z ALS pa zvišano (Vrabec in sod., 2018). Omenjena miRNA sodeluje 
pri razvoju živčnega sistema, kjer spodbuja rast nevritov (Vo in sod., 2005; Magill in sod., 
2010). Utišanje miRNA v kulturi primarnih nevronov bolnikov z Alzheimerjevo boleznijo 
je povzročilo približno 10-krat večjo stopnjo apoptoze kot pri kontrolah (Wong in sod., 
2013). Možno je, da znižano izražanje hsa-miR-132-3p tudi pri ALS vodi do zvišane stopnje 
apoptoze v nevronih. 
Hsa-miR-143 je intergenska miRNA, zapis zanjo je na kromosomu 5. Tako kot hsa-miR-132 
spada v skupino 10 miRNA, katerih izražanje v celici je odvisno od proteina TDP-43. 
Različne študije poročajo o zvišanem (Waller in sod., 2017) ali znižanem (Freischmidt in 
sod., 2013) izražanju hsa-miR-143-3p v vzorcih seruma ali cerebrospinalne tekočine 
bolnikov s SALS. Raziskovalci so na človeških in mišjih primarnih mioblastih pokazali, da 
hsa-miR-143-3p uravnava izražanje proteina IGFBP5 (Soriano-Arroquia in sod., 2016). 
Protein spodbuja diferenciacijo mioblastov preko vezave inzulinu podobnega rastnega 
faktorja II in aktivacije njegove regulacijske zanke (Ren in sod., 2008). Znižano izražanje 
miRNA in posledično zvišano izražanje proteina v celičnih kulturah mioblastov vodi do 
zvišane viabilnosti celic, ki omogočajo učinkovitejšo regeneracijo mišic (Soriano-Arroquia 
in sod., 2016). Zvišano izražanje pri ALS lahko sovpada s progresivno atrofijo mišic, 
nasprotno pa znižano izražanje lahko nakazuje na poskuse organizma, da bi spodbudilo 
regeneracijo poškodovanih mišic. 
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Slika 4: Biogeneza miRNA (Daugaard in Hansen, 2017). RNA polimeraza II prepiše miRNA-gostiteljski gen 
v primarno miRNA (pri-miRNA), na katero se veže proteinski kompleks Drosha/DGCR8. Encim Drosha nato 
odcepi 5' in 3' konca pri-miRNA in tako tvori prekurzorsko miRNA (pre-miRNA) v obliki lasnične zanke. Ta 
se s pomočjo kompleksa eksportin 5 – RAN*GTP prenese v citoplazmo, kjer encim Dicer odcepi zanko. 
Vezavo miRNA dupleksa na proteine AGO/TNRC6 olajša šaperon HSC70-HSP90, nastali kompleks pa po 
odstranitvi šaperona imenujemo z RNA spodbujeni kompleks za utišanje (RISC, angl. RNA-induced silencing 
complex), ki loči verigi RNA. Komplementarna veriga se odstrani, zrela miRNA in proteini AGO1-4 pa tvorijo 
zrel kompleks RISC, ki preko vezave mRNA zaustavi njeno translacijo ali povzroči cepitev verige mRNA. 
Figure 4: Biogenesis of miRNA (Daugaard in Hansen, 2017). In nucleus, RNA polymerase II transcribes 
miRNA-hosting gene into primary miRNA (pri-miRNA). Protein complex Drosha/DGCR8 binds pri-miRNA 
and truncates it into a hairpin-shaped precursor miRNA (pre-miRNA) which is then translocated to the 
cytoplasm via exportin 5 – RAN*GTP complex. Once in the cytoplasm, pre-miRNA is further processed by 
another enzyme, Dicer, that cleaves off the terminal loop and releases miRNA duplex. Hsc70/Hsp90 
chaperones help with loading newly formed miRNA duplex onto AGO/TNRC6 proteins and thus composing 
RNA-induced silencing complex (RISC). After the release of passenger strand, mature RISC with guide strand 
of miRNA duplex is capable of stopping target mRNA translation or cleaving mRNA strand. 
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Preglednica 1: Seznam izbranih spremenjeno izraženih miRNA pri ALS. 
Table 1: List of selected differentailly expressed miRNAs in ALS. 








znižano izražanje lahko vodi 
do zvišane stopnje apoptoze v 
nevronih 
(Campos-Melo in sod., 
2013; Freischmidt in sod., 









diferenciacijo miotubulov in 
njihovo zorenje 
(Freischmidt in sod., 2013; 
Soriano-Arroquia in sod., 





zvišano spodbuja vnetje in 
nevrotoksičnost, zavira rast 
aksonov 
(Butovsky in sod., 2012; 
Koval in sod., 2013; 
Pegoraro in sod., 2017) 
hsa-miR-
183 
kri znižano sodeluje pri regulaciji 
signalnih poti 
(Chen in sod., 2016b; 
Liguori in sod., 2018; 






zvišano spodbuja diferenciacijo mišic 
in regeneracijo 
živčnomišičnih stikov 
(de Andrade in sod., 2016; 
Pegoraro in sod., 2017; 
Waller in sod., 2017; 








zvišano spodbuja diferenciacijo in 
zorenje oligodendrocitov, 
uravnava rast nevritov v 
podganjih nevronih 
(Zhao in sod., 2010; De 
Felice in sod., 2014; Kos in 






uravnava vnetne procese (Butovsky in sod., 2012; 
Chen in sod., 2016b; Liguori 
in sod., 2018; Vrabec in 
sod., 2018) 
 
Hsa-miR-155 je prav tako intergenska miRNA, zapisana na kromosomu 21. 
Hsa-miR-155-5p sodeluje pri regulaciji različnih vnetnih mehanizmov, ki so povezani z 
interferonom γ ali interlevkinom 17 (Tsitsiou in Lindsay, 2009). Pri ALS je zvišano izražena 
v krvi (Butovsky in sod., 2012), mišicah (Pegoraro in sod., 2017) in hrbtenjači (Koval in 
sod., 2013; Butovsky in sod., 2015). Raziskave na mišjem modelu ALS so pokazale, da 
utišanje hsa-miR-155 zakasni pojav prvih simptomov in podaljša preživetje miši (Butovsky 
in sod., 2015). Zmanjša tudi z makrofagi posredovano nevrotoksičnost in poveča rast 
aksonov (Gaudet in sod., 2016). Zvišano izražanje pri ALS tako povečuje nevrotoksičnost 
in zmanjšuje rast aksonov ter prispeva k hitrejšemu razvoju bolezni. 
Zapis za intergensko miRNA hsa-miR-183 je na kromosomu 7. Njeno izražanje je pri 
bolnikih z ALS znižano (Chen in sod., 2016b; Liguori in sod., 2018; Jawaid in sod., 2019). 
Sodeluje pri regulaciji signalnih poti MAPK (Chen in sod., 2016b) in PI3K/AKT/mTOR 
(Kye in sod., 2014). Konstitutivna aktivacija signalne poti p38 MAPK v motoričnih nevronih 
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in celicah glije pri SOD1 miših je povezana s pojavom degeneracije motoričnih nevronov 
(Tortarolo in sod., 2003). Znižano izražanje hsa-miR-183 je lahko tudi posledica znižano 
izraženih ali nefunkcionalnih proteinov SOD1 in TDP-43, ki sicer sodelujeta pri stabilizaciji 
pri-miRNA ali encimskega kompleksa Drosha/DGCR8 (Jawaid in sod., 2019). 
Tudi hsa-miR-206 je intergenska miRNA. Zapisana je na kromosomu 6 in je ena izmed mio-
miRNA – mišično specifičnih miRNA. Njeno izražanje pri bolnikih z ALS je zvišano v 
različnih vzorcih – serumu (Waller in sod., 2017), plazmi (de Andrade in sod., 2016), 
levkocitih (Vrabec in sod., 2018) in mišicah (Russell in sod., 2013; Pegoraro in sod., 2017). 
Hsa-miR-206 spodbuja diferenciacijo in regeneracijo mišičnih celic ter tvorbo novih 
živčnomišičnih stikov po poškodbi (Mitchelson in Qin, 2015). Zvišano izražanje pri ALS 
lahko razumemo kot poskus organizma, da bi zmanjšalo število poškodovanih 
živčnomišičnih stikov in upočasnilo propadanje mišic. 
Hsa-miR-338 je intronska miRNA, ki je zapisana v smerni orientaciji znotraj gena AATK na 
kromosomu 17. Njeno izražanje je zvišano v serumu, cerebrospinalni tekočini, hrbtenjači in 
v levkocitih pacientov (De Felice in sod., 2014; Vrabec in sod., 2018). Znano je, da hsa-
miR-338-3p sodeluje pri diferenciaciji in zorenju oligodendrocitov (Zhao in sod., 2010) ter 
vpliva na remielinacijo nevronov pri miših (Wang in sod., 2017). Omenjena miRNA 
uravnava tudi rast nevritov pri podganjih nevronih – ob inhibiciji izražanja so se v celičnih 
kulturah podganjih nevronov aksoni podaljšali, kompleksnost dendritov pa se je zmanjšala 
(Kos in sod., 2017). 
Intergenska miRNA hsa-miR-451a je zapisana na kromosomu 17 in je pri bolnikih z ALS 
znižano (Chen in sod., 2016b; Liguori in sod., 2018) ali zvišano izražena (Butovsky in sod., 
2012; Vrabec in sod., 2018). Povezana je z vnetnimi procesi, kjer uravnava tvorbo zaviralca 
migracije makrofagov (angl. macrophage migration inhibitory factor) (Bandres in sod., 
2009), zvišano izražanje hsa-miR-451a pa vodi do zmanjšanega izražanja provnetnih 
citokinov, ki so povezani z aktivacijo celic mikroglije (Sun in Zhang, 2018). 
2.2.2.2 Krožne RNA (circRNA) 
Tehnološki napredek v zadnjih letih sedaj omogoča tudi preučevanje slabše zastopanih 
skupin RNA, med katere sodijo tudi circRNA. Tako pri ljudeh (Cocquerelle in sod., 1993) 
kot pri miših (Capel in sod., 1993) so jih opisali že slabih 30 let nazaj, vendar so bili 
raziskovalci mnenja, da gre za posledico napačnega izrezovanja intronov. Z uporabo 
sekvenciranja naslednje generacije in ustreznih bioinformatskih pristopov pa so pred osmimi 
leti odkrili, da so circRNA veliko bolj pogoste kot so sprva mislili (Salzman in sod., 2012) 
ter še posebno zastopane v možganskem tkivu (Rybak-Wolf in sod., 2015). Gre za 
enoverižne molekule RNA v obliki kovalentno povezane zaprte zanke, ki nastanejo med 
izrezovanjem intronov pri mRNA (slika 5). Zaradi svoje zaprte strukture so v celici bolj 
obstojne kot njihove linearne različice, saj jih RNA-eksonukleaze ne morejo razgraditi (Jeck 
in sod., 2013). Lahko imajo številne različne vloge v celici (slika 5). Nekatere circRNA 
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delujejo kot spužve za miRNA – nase vežejo miRNA in tako onemogočijo njihovo vezavo 
na mRNA, kar vpliva na izražanje teh genov (Zhao in sod., 2016; Zheng in sod., 2016). 
Preko vezave lahko uravnavajo tudi aktivnost RNA-vezavnih proteinov, nekatere circRNA 
pa se tudi prevedejo in tako omogočijo tvorbo različnih peptidov in proteinov (Legnini in 
sod., 2017; Zhang in sod., 2018). 
O vlogi circRNA pri ALS še ni veliko znanega. Vemo pa, da je biogeneza circRNA povezana 
s proteinom FUS. Na modelu mišjih motoričnih nevronov so pokazali, da FUS uravnava 
izrezovanje intronov in posledično tvorbo circRNA, z ALS povezane mutacije v omenjenem 
proteinu pa vodijo do spremenjenega izražanja številnih circRNA (Errichelli in sod., 2017). 
Pri vzorcih raka materničnega vratu so ugotovili, da utišanje circRNA_0000285 vodi do 
znižanega izražanja FUS (Chen in sod., 2019). Iz tega lahko utemeljeno sklepamo, da so 
circRNA pri ALS vsaj spremenjeno izražene, če že ne aktivno udeležene pri patogenezi. 
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Slika 5: Krožne RNA (circRNA) v nevronih – biogeneza in funkcije (van Rossum in sod., 2016: 3). CircRNA 
nastanejo pri izrezovanju intronov neposredno ali preko lariata. V celici imajo številne že znane (zeleno) in 
predlagane funkcije (vijolično). (1) Nekatere circRNA nase vežejo miRNA in tako delujejo kot miRNA spužve. 
(2) Na podlagi eksperimentov in vitro predvidevajo, da lahko regulirajo rast nevritov in migracijo nevronov. 
(3) Domnevno sodelujejo pri transportu in lokalni sprostitvi miRNA. (4) CircRNA vežejo tudi RNA-vezavne 
proteine in tako uravnavajo njihovo interakcijo s tarčnimi RNA. (5) Možno je, da circRNA sodelujejo tudi pri 
transportu RNA-vezavnih proteinov. (6) Nekateri raziskovalci so predlagali, da naj bi circRNA delovale kot 
ogrodja za sestavljanje večjih proteinskih kompleksov. (7) CircRNA v jedru vplivajo na transkripcijo genov. 
(8) Določene circRNA se prevedejo v proteine ali kratke peptide. (9) Izražanje nekaterih circRNA je odvisno 
od aktivnosti nevronov. (10) Številne circRNA se v sinaptičnih veziklih aktivno prenašajo do pre- ali post-
sinaptičnega prostora. (11) CircRNA najdemo tudi v zunajceličnih veziklih. 
Figure 5: Biogenesis and functions of circRNAs in neurons (van Rossum et al., 2016: 3). CircRNAs are formed 
directly of via lariat intermediate during mRNA splicing. They have numerous established (green) and putative 
(violet) functions in the cell. (1) Some circRNAs bind miRNAs and therefore act as miRNA sponges. (2) Based 
on in vitro experimets it is assumed that they regulate neurite growth and neuron migration. (3) They are 
supposedly involved in miRNA transport and local release. (4) CircRNAs also bind RNA-binding proteins and 
regulate their interaction with target RNAs. (5) RNA-binding proteins could potentially be transported with 
circRNA. (6) Some researchers proposed that circRNAs could act as protein scaffolds. (7) CircRNA regulate 
DNA transcription in nucleus. (8) Some circRNAs are translated into proteins and peptides. (9) Neural activity 
regulate expression of some circRNA. (10) Numerous circRNAs are transported in synaptic vesicles to pre- or 
post-synaptic cell. (11) CircRNAs are found in extracellular vesicles. 
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2.2.3 Modifikacije histonov 
Tretji epigenetski mehanizem predstavljajo posttranslacijske modifikacije histonskih 
globularnih domen in histonskih repov. Med možnimi modifikacijami so acetilacija, 
metilacija, ubikvitinilacija, sumoilacija ter fosforilacija različnih aminokislinskih ostankov, 
najpogostejši sta acetilacija in metilacija. Različne modifikacije istega aminokislinskega 
ostanka različno vplivajo na transkripcijo okoliške DNA (Lawrence in sod., 2016). 
Histonske acetiltransferaze prenesejo acetilno skupino na lizinski ostanek, ki nevtralizira 
pozitivni naboj aminokisline, kar vodi k šibkejšim interakcijam med histoni in DNA ter 
omogoči transkripcijo DNA. K ponovni vzpostavitvi pozitivnega naboja aminokislinskega 
ostanka pripomorejo histonske deacetilaze (HDAC), ki neposredno povzročijo kondenzacijo 
kromatina (Bannister in Kouzarides, 2011). V nasprotju z acetilacijo ima metilacija 
histonskih aminokislinskih ostankov bolj posreden vpliv na transkripcijo genov, saj 
metilirana mesta služijo kot vezavna mesta za različne represorske in aktivatorkse 
komplekse. Mono- ali di-metilacijo lahko opazimo na lizinskih ali argininskih ostankih, 
lizinski ostanki pa so lahko tudi trimetilirani. Z monometilacijo je povezan transkripcijsko 
aktiven kromatin, di- ali tri-metilirani ostanki pa so povezani s transkripcijsko neaktivnim 
kromatinom. (Garay in sod., 2016) Metilacija histonskih ostankov je tesno povezana tudi z 
metilacijo DNA, pri čemer protein UHRF1 služi kot adaptorski protein med encimi DNMT 
in metilnimi skupinami na aminokislinskih ostankih histonskih repov (Du in sod., 2015). 
Poleg neposrednih posttranslacijskih modifikacij lahko na spremembe v izražanju genov 
vplivajo tudi spremembe v izražanju posameznih encimov, ki so udeleženi pri modifikacijah 
histonov. Znižano izražanje HDAC4 vodi do povišanega izražanja miR-206 v mišičnem 
tkivu, kar je povezano s počasnejšim napredovanjem bolezni in povečano tvorbo 
živčnomišičnih stikov (Bruneteau in sod., 2013). Podobno ima inhibicija HDAC2 in HDAC3 
s selektivnimi inhibitorji zaščitno vlogo pred ekscitotoksičnostjo glutamata v celičnih 
kulturah podganjih možganov (Durham, 2012). Pri preiskavi vzorcev možganov in 
hrbtenjače bolnikov z ALS so odkrili povišan nivo zapisa mRNA za HDAC2, ki pripomore 
k ekscitotoksičnosti in posledičnem propadanju motoričnih nevronov pri ALS (Janssen in 
sod., 2010). 
Poleg metilacije k zmanjšanemu izražanju mutiranega alela C9orf72 prispevajo tudi 
posttranslacijske modifikacije histonskih repov. Z znižanim izražanjem so povezali 
trimetilirane lizinske ostanke na mestih 9, 27 in 79 v histonu H3 (H3K9, H3K27 in H3K79) 
ter na mestu 20 v histonu 4 (H4K20) (Belzil in sod., 2013). Ti namreč tesneje vežejo 
mutirano DNA in tako pripomorejo k tvorbi transkripcijsko neaktivnega heterokromatina 
(slika 6). Pri normalnem alelu so histoni acetilirani, kar omogoča normalno transkripcijo 
gena. 
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Slika 6: Vloga histonskih modifikacij pri izražanju gena C9orf72 (Dolinar in sod., 2018: 107). (A) Histoni 
okrog normalnega alela so acetilirani in tako tvorijo evkromatin, ki omočoga normalno transkripcijo gena. (B) 
Histoni okrog alela z razširjenimi heksanukleotidnimi ponovitvami imajo trimetilirane lizinske aminokislinske 
ostanke 9, 27 in 79 v histonski podenoti H3 (H3K9, H3K27 in H3K79) ter lizinski aminokislinski ostanek 20 
v histonski podenoti 4 (H4K20). Zaradi trimetiliranih lizinskih ostankov se histoni tesneje vežejo na DNA in 
tako tvorijo transkripcijsko neaktiven heterokromatin. 
Figure 6: Histone modifications ininfluence C9orf72 expression (Dolinar et al., 2018: 107). (A) Histones 
around wild type alelle are acetylated and form euchromatin with normal transcription activity. (B) Histones 
around allele with expanded hexanucleotide repeats are trimethylated at lysines 9, 27, and 79 within histone 
H3 (H3K9, H3K27, and H3K79, respectively) and at lysine 20 within histone H4 (H4K20). This leads to tighter 
binding of mutated DNA and formation of transcriptionally inactive heterochromatin. 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 SHEMATSKI POTEK RAZISKAVE 
Na sliki 7 je prikazan potek raziskave, ki smo jo izvedli v okviru doktorske disertacije. 
 
Slika 7: Shematski potek raziskave. (A) Pri analizi izražanja circRNA pri bolnikih z ALS smo na podlagi rezultatov 
izražanja circRNA na mikromrežah izbrali circRNA za nadaljnjo potrditev njihovega izražanja s qPCR. Rezultate smo 
statistično ovrednotili in z analizo krivulj ROC določili diagnostični potencial teh circRNA. (B) V drugem sklopu smo se 
posvetili preučevanju vpliva metilacije promotorja na izražanje miRNA. Metilacijski status smo določili s sekvenciranjem 
bisulfitno obdelane DNA, stopnjo izražanja miRNA pa s qPCR. Dobljene rezultate smo statistično ovrednotili. (C) V 
zadnjem sklopu raziskave smo se osredotočili na primerjavo izražanja nekodirajočih RNA in njihovega gostiteljskega gena. 
Izražanje smo določili s qPCR, rezultate pa nato statistično ovrednotili in primerjali razlike med nekodirajočo RNA ter 
njenim gostiteljskim genom. 
Figure 7: Schematic representation of research workflow. (A) Analysis of the expression of circRNA in patients with ALS 
is based on the results of circRNA expression on microarrays, from which we selected circRNAs for further validation of 
their expression with qPCR. We statistically evaluated the results and determined the diagnostic potential of these circRNAs 
with ROC curves. (B) For the analysis of effect of promoter methylation on miRNA expression we first determined 
methylation status of selected miRNA promoters by sequencing bisulfite converted DNA. Expression of miRNA was 
determined by qPCR and statistical evaluation of results was then performed. (C) In the last part of the research project we 
focused on comparison of expression of the non-coding RNA with its host gene expression. We determined expression 
levels with qPCR and analysed the results with appropriate statistical methods. Then we compared the expression of non-
coding RNA with the expression of its host gene. 
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3.2 PREISKOVANCI 
V raziskavo smo vključili 60 bolnikov z ALS, ki so jih z boleznijo diagnosticirali na 
Kliničnem inštitutu za klinično nevrofiziologijo (Nevrološka klinika, Univerzitetni klinični 
center Ljubljana). Kot zdrave kontrole smo vključili 15 krvodajalcev z Zavoda Republike 
Slovenije za transfuzijsko medicino v Ljubljani, ki so se po spolu in starosti ujemali z bolniki 
ter so se strinjali s sodelovanjem v raziskavi. Za analizo izražanja circRNA z mikromrežami 
smo izbrali skupino 12 bolnikov z ALS ter 8 zdravih kontrol. V preglednici 2 so podane 
osnovne demografske in klinične značilnosti bolnikov in zdravih kontrol. 
Preglednica 2: Osnovne demografske in klinične značilnosti v raziskavo vključenih bolnikov in zdravih 
kontrol. Podane so tudi značilnosti skupine 12 bolnikov in 8 zdravih kontrol, ki smo jih izbrali za analizo 
izražanja circRNA z mikromrežami. HRE: razširjene heksanukleotidne ponovitve v genu C9orf72. 
Table 2: Basic demographic and clinical characteristics of patients and healthy controls that were included in 
the study. Written are also the characteristics of a subset of 12 patients and 8 healthy controls that were selected 
for microarray analysis of circRNA expression. HRE: hexanucleotide repeat expansion in C9orf72 gene. 
Značilnost 
Celotna skupina 
 Skupina za analizo izražanja 
circRNA z mikromrežami 
Bolniki 
(n = 60) 
Zdrave kontrole 
(n = 15) 
 Bolniki 
(n = 12) 
Zdrave kontrole 
(n = 8) 
Spol (M/Ž) 30/30 9/6  6/6 4/4 
Starost ob odvzemu 
krvi (leta) 
67 (35 - 92) 58 (49-73)  61 (45 - 70) 53 (53 - 73) 
Starost ob pojavu 
simptomov (leta) 




45/13/2 /  7/5/0 / 
Prisotnost HRE 5 /  4 / 
Trajanje bolezni 
(leta)1 
1,5 (0,0 - 5,5) /  1,5 (0,5 - 5,0) / 
Čas preživetja 
(leta)2 
2,8 (0,5 - 6,5) 
n = 39 
/  2,0 (1,0 - 5,0) 








- 1,11 (- 0,03 do 
- 4,19) 
/  - 1,54 (- 0,09 do 
- 4,19) 
/ 
1 Čas od pojava simptomov do odvzema krvi. 
2 Čas od pojava simptomov do smrti. 
3 Število točk po lestvici ALS-FRS-R (lestvica za ocenjevanje funkcijske prizadetosti bolnikov z ALS, angl. 
ALS Functional Rating Scale Revised). Najvišje možno število točk je 48. (Cedarbaum in sod., 1999) 
4 Naklon linearne regresijske premice za meritve ALS-FRS-R. 
Raziskavo je odobrila Komisija Republike Slovenije za medicinsko etiko pri Ministrstvu za 
zdravje Republike Slovenije (številka MZ: 0120-120/2018/8), vsi sodelujoči pa so podali 
pisno privolitev za sodelovanje v raziskavi. 
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3.3 METODE 
3.3.1 Izolacija DNA 
Izolacijo genomske DNA iz sveže krvi smo izvedli po navodilih proizvajalca z uporabo 
kompleta reagentov QIAamp DNA Blood Midi kit (Qiagen, Nemčija). Koncentracijo in 
čistost izolirane DNA smo določili s spektrofotometrom NanoDrop ND-1000 
(ThermoFisher, ZDA). 
3.3.2 Izolacija RNA 
Pri izolaciji celokupne RNA smo suspenzijo sveže krvi in fosfatnega pufra z NaCl (PBS) 
naplastili na reagent Ficoll (GE Healthcare, Švedska) ter po centrifugiranju ločili levkocite 
od preostalih komponent krvi. Dobljene levkocite smo sprali s pufrom PBS, jih lizirali z 
reagentom Qiazol (Qiagen, Nemčija) ter lizat shranili pri – 80 °C do izolacije. Pri izolaciji 
smo uporabili komplet reagentov miRNeasy Mini kit (Qiagen, Nemčija). Lizatu smo dodali 
kloroform ter sledili navodilom proizvajalca. Koncentracijo in čistost izolirane RNA smo 
določili s spektrofotometrom NanoDrop ND-1000 (ThermoFisher, ZDA). 
3.3.3 Analiza izražanja circRNA z mikromrežami 
Vzorce celokupne RNA smo poslali v podjetje Arraystar Inc. (ZDA), kjer so vzorce obdelali 
z RNazo R in tako obogatili frakcijo circRNA. S pomočjo naključnega naleganja začetnih 
oligonukleotidov so circRNA pomnožili in prepisali v fluorescentno označeno 
komplementarno RNA, ki so jo hibridizirali na mikromrežo »Human circRNA Array V2« 
(8x15K, Arraystar, ZDA). Hibridizirane mikromreže so sprali in jih skenirali z aparatom 
Agilent Scanner G2505C (Agilent, ZDA). Normalizacijo dobljenih slik so opravili s 
programom Feature Extraction software (v. 11.0.1.1), normalizirane podatke pa obdelali v 
programskem okolju R (R Core Team, 2020) s paketom limma (Ritchie in sod., 2015). 
Spremenjeno izražene circRNA med posameznimi vzorci ter med skupinami so tiste 
circRNA, kjer je stopnja spremembe v izražanju (angl. fold change) večja od 1,5. Vzorce 
izražanja circRNA so prikazali s hierarhičnim združevanjem v skupine (angl. hierarchical 
clustering). 
3.3.4 Bisulfitna pretvorba DNA 
Bisulfitno pretvorbo genomske DNA smo izvedli s kompletom reagentov innuCONVERT 
Bisulfite Basic Kit (Analytik Jena, Nemčija) po navodilih proizvajalca. Za pretvorbo smo 
pri vsakem vzorcu uporabili 1 μg genomske DNA. 
3.3.5 Sinteza komplementarne DNA (cDNA) 
Komplementarno DNA (cDNA) za analizo izražanja circRNA in mRNA smo sintetizirali z 
uporabo reakcijske mešanice z dodanim encimom SuperScript VILO Master Mix 
(ThermoFisher, ZDA). Pri pripravi cDNA za analizo izražanja miRNA smo uporabili 
komplet reagentov miScript RT kit (Qiagen, Nemčija). Sestava reakcijskih mešanic je 
prikazana v preglednici 3, pogoji pomnoževanja za posamezno reakcijo pa v preglednici 4. 
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Vse reakcije smo izvedli na aparaturi Applied Biosystems SimpliAmp (ThermoFisher, 
ZDA). 
Preglednica 3: Sestava reakcijskih mešanic za sintezo cDNA. (A) Reakcijska mešanica za sintezo cDNA z 
uporabo kompleta reagentov miScript RT kit. (B) Reakcijska mešanica za sintezo cDNA z uporabo reakcijske 
mešanice z dodanim encimom SuperScript VILO Master Mix. 
Table 3: Components of reactions for cDNA synthesis. (A) Reaction mix for cDNA synthesis using miScript 
RT kit. (B) Reaction mix for cDNA synthesis using SuperScript VILO Master Mix. 
A miScript RT kit  B SuperScript Master Mix 
     
 Komponenta Volumen   Komponenta Volumen 
 5x HiFlex buffer 2 μl   Master Mix 2 μl 
 10x Nucleic mix 1 μl   RNA (50 ng/ μl) 8 μl 
 Reverse transcriptase mix 1 μl     
 inhibitor RNase 0,33 μl     
 dH2O 0,67 μl     
 RNA (50 ng/ μl) 5 μl     
 
 
Preglednica 4: Pogoji pomnoževanja za posamezno reakcijo sinteze cDNA. (A) Pogoji pomnoževanja za 
komplet reagentov miScript RT kit. (B) Pogoji pomnoževanja za reakcijsko mešanico z dodanim encimom 
SuperScript VILO Master Mix. 
Table 4: Temperature conditions for cDNA synthesis reactions. (A) Temperature conditions for cDNA 
synthesis using miScript RT kit. (B) Temperature conditions for cDNA synthesis using SuperScript VILO 
Master Mix. 
A miScript RT kit  B SuperScript Master Mix 
     
 Temperatura Čas   Temperatura Čas 
 37 °C 60 min   25 °C, stresanje 10 min 
 95 °C 5 min   42 °C 60 min 
 4 °C ∞   85 °C 5 min 
     4 °C ∞ 
 
3.3.6 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
Izbrane promotorske odseke za analizo metilacije smo pomnožili s pomočjo verižne reakcije 
s polimerazo (PCR). Uporabili smo polimerazo HotStart (Qiagen, Nemčija), kot matrično 
DNA pa smo uporabili bisulfitno pretvorjeno DNA. Reakcije smo izvedli na aparaturi 
Applied Biosystems SimpliAmp (ThermoFisher, ZDA). Sestava reakcijske mešanice in 
pogoji pomnoževanja so prikazani v preglednici 5, uporabljeni začetni oligonukleotidi 
(Sigma, Nemčija) pa v preglednici 6. 
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Preglednica 5: Reakcija PCR za analizo metilacije promotorjev. (A) Sestava reakcijske mešanice. (B) Pogoji 
pomnoževanja reakcije. 
Table 5: PCR reaction for the analysis of promoter methylation. (A) Components of the reaction mixture. (B) 
Temperature conditions for the reaction. 
A Sestava reakcijske mešanice  B Pogoji pomnoževanja 
        
 Komponenta Volumen   Temperatura Čas  
 dH2O 14,2 μl   95 °C 5 min  
 dNTP 1,4 μl   95 °C 1 min  
 smerni začetni oligonukleotid (F) 0,4 μl   56 °C 1 min 40x 
 protismerni zač. oligonukleotid (R) 0,4 μl   72 °C 1 min  
 HotStart 5x buffer 2 μl   72 °C 10 min  
 polimeraza HotStart 0,1 μl   4 °C ∞  
 DNA (bisulf. pretvorjena, 20 ng/ μl) 1,5 μl      
 
 
Preglednica 6: Seznam začetnih oligonukleotidov za analizo metilacije promotorjev. 
Table 6: List of primers for the analysis of promoter methylation. 
Začetni oligonukleotid Proizvajalec Sekvenca (5' – 3') 
hsa_miR-182-bs_F Sigma, Nemčija GGATTAGTAGGAAGGGGGATTG 
hsa_miR-182-bs _R Sigma, Nemčija AACAACAAATCCAACATAACC 
hsa_miR-217-bs _F Sigma, Nemčija AAAATAAGATTGAGTGGTTTAAGAA 
hsa_miR-217-bs _R Sigma, Nemčija CCTACTAATCAAACCACCTTAAC 
hsa_miR-451a-bs _F Sigma, Nemčija TTTAGTGGGGTTTTGGTTGGG 
hsa_miR-451a-bs _R Sigma, Nemčija AATCTCCCTTCCAATAATCTACTTC 
 
3.3.7 Kvantitativni PCR v realnem času (qPCR) 
Z metodo kvantitativnega PCR v realnem času (qPCR) smo določili stopnjo izražanja 
posameznih RNA. Pri določanju izražanja circRNA in mRNA smo uporabili reagent 
SybrSelect Master Mix (ThermoFisher, ZDA), za določitev izražanja miRNA pa smo 
uporabili komplet reagentov miScript Sybr Green PCR Kit (Qiagen, Nemčija). Vse reakcije 
smo izvedli v dveh ponovitvah na aparaturi Rotor Gene Q 5plex HRM (Qiagen, Nemčija). 
Divergentne začetne oligonukleotide za pomnoževanje circRNA smo izbrali z uporabo 
podatkovne zbirke circInteractome, ki omogoča samodejno iskanje primernih začetnih 
oligonukleotidov z orodjema Primer3 ali NCBI Primer Design (Dudekula in sod., 2016; 
Panda in sod., 2017). Divergentni začetni oligonukleotidi specifično pomnožujejo zgolj 
krožno obliko nukleinske kisline, ne pa tudi linearne oblike (slika 8). Sestava reakcijskih 
mešanic je prikazana v preglednici 7, pogoji pomnoževanja za posamezno reakcijo v 
preglednici 8, uporabljeni začetni oligonukleotidi pa v preglednici 9. Dobljene meritve smo 
obdelali s programom Rotor Gene Q Series Software v2.3.1 (Qiagen, Nemčija) in določili 
pražne cikle (Cq, angl. quantification cycle). 
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Slika 8: Pomnoževanje nukleinske kisline z divergentnimi ali konvergentnimi začetnimi oligonukleotidi 
(Panda in sod., 2017: 85). 
Figure 8: Nucleic acid amplification using divergent and convergent oligonucleotides (Panda et al., 2017: 85). 
 
Preglednica 7: Sestava rekacijskih mešanic za določevanje izražanja mRNA in ncRNA s qPCR. (A) Sestava 
reakcijske mešanice za analizo izražanja miRNA z uporabo kompleta reagentov miScript SybrGreen PCR kit. 
(B) Sestava reakcijske mešanice za analizo izražanja mRNA in circRNA z uporabo reagenta SybrSelect Master 
Mix. 
Table 7: Components of reactions for determining mRNA and ncRNA expression using qPCR. (A) Reaction 
mix for miRNA expression analysis using miScript SybrGreen PCR kit. (B) Reaction mix for mRNA and 
circRNA expression analysis using SybrSelect Master Mix. 
A miScript SybrGreen PCR kit  B SybrSelect Master Mix 
       
 Komponenta Volumen   Komponenta Volumen 
 SybrGreen 5 μl   SybrSelect Master Mix 5 μl 
 Universal Primer 1 μl   smerni začetni oligonukleotid 1 μl 
 Primer Assay 1 μl   protismerni zač. oligonukleotid 1 μl 
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Preglednica 8: Pogoji pomnoževanja za posamezen qPCR. (A) Pogoji pomnoževanja za qPCR s kompletom 
reagentov miScript SybrGreen PCR kit. (B) Pogoji pomnoževanja za qPCR z reagentom SybrSelect Master 
Mix. 
Table 8: Temperature conditions for qPCR. (A) Temperature conditions for qPCR using miScript SybrGreen 
PCR kit. (B) Temperature conditions for qPCR using SybrSelect Master Mix. 
A miScript SybrGreen PCR kit  B SybrSelect Master Mix 
         
 Temperatura Čas    Temperatura Čas  
 95 °C 15 min    50 °C 2 min  
 94 °C 15 sek    95 °C 2 min  
 55 °C / 60 °C1 30 sek 40x   95 °C 15 sek 
40x 
 70 °C 30 sek    60 °C 1 min 
 talilna krivulja (60 °C - 95 °C)    talilna krivulja (60 °C - 95 °C)  
 1 V navodilih proizvajalca priporočajo 55 °C; pri analizi izražanja miR-182 smo  
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Preglednica 9: Seznam začetnih oligonukleotidov, ki so bili uporabljeni pri analizi izražanja mRNA in ncRNA. 
Table 9: List of primers for mRNA and ncRNA expression analysis. 
Začetni oligonukleotid Proizvajalec Sekvenca (5' – 3') in/ali kataloška številka1 
RNU6B Qiagen, Nemčija Hs_RNU6B_13, MS00014000 
SNORA73A Qiagen, Nemčija Hs_SNORA73A_11, MS00014021 
SCARNA17 Qiagen, Nemčija Hs_SCARNA17_11, MS00014014 
RPL13A Qiagen, Nemčija Hs_RPL13A_1_SG, QT00089915 
AATK Qiagen, Nemčija Hs_AATK_1_SG, QT01160264 
RPS17_F Sigma, Nemčija CCATTATCCCCAGCAAAAAG 
RPS17_R Sigma, Nemčija GAGACCTCAGGAACATAATTG 
SUSD1_F Sigma, Nemčija CAGACATAGATGAGTGTGTGAAG 
SUSD1_R Sigma, Nemčija AGTATCCATCCATACAGTAGC 
PICALM_F Sigma, Nemčija TATCCTGCTACTACACCAAC 
PICALM_R Sigma, Nemčija CATAAACTGTATCTGTGCTCC 
TNRC6B_F Sigma, Nemčija CAGCAAAGTTCCCTGATTAC 
TNRC6B_R Sigma, Nemčija TTTTCCACATCTTGTTGGAG 
hsa_circ_0000567_F_div IDT, ZDA AAACACAGCTCGACAGTACGC 
hsa_circ_0000567_R_div IDT, ZDA TCCTTTGGTGACACAGTTGC 
hsa_circ_0001173_F_div IDT, ZDA TGCAAGGTGAAGTTCAGAGG 
hsa_circ_0001173_R_div IDT, ZDA TCTGCTGGCAATTCAAACAC 
hsa_circ_0005218_F_div IDT, ZDA TACGCAACATTCAGGACACC 
hsa_circ_0005218_R_div IDT, ZDA GCCATGGAAACCATTCTCTC 
hsa_circ_0005896_F_div IDT, ZDA TCAAGATTTTAAGGTCAAGATAGCA 
hsa_circ_0005896_R_div IDT, ZDA CAATCTATTCAAACATTAGCTTACCA 
hsa_circ_0023919_F_div IDT, ZDA ATTTGCAGCAGCCAACTTTT 
hsa_circ_0023919_R_div IDT, ZDA CCTGCTTGCAGCTGTAGAATC 
hsa_circ_0035796_F_div IDT, ZDA CAGGGTGTTTTGGTTTAGGC 
hsa_circ_0035796_R_div IDT, ZDA GCCTGTTCTTCCATTTCAGC 
hsa_circ_0043138_F_div IDT, ZDA ATGATCAGCAGCATGATTCC 
hsa_circ_0043138_R_div IDT, ZDA ATCAGTCGTTTGCCCATAGC 
hsa_circ_0063411_F_div IDT, ZDA CCGTGCAGCCACTAAATTCT 
hsa_circ_0063411_R_div IDT, ZDA TCCTCCATCCTCCTCCTCTT 
hsa_circ_0073647_F_div IDT, ZDA AACACCACACAGAGGCACAG 
hsa_circ_0073647_R_div IDT, ZDA CCCCAGCAAAGTGTAGCAGT 
hsa_circ_0088036_F_div IDT, ZDA TACGTCCGGGTACCAACTAC 
hsa_circ_0088036_R_div IDT, ZDA CTCCATCTCAAGCAGGTTTC 
hsa_miR_451a Qiagen, Nemčija AAACCGUUACCAUUACUGAGUU 
(Hs_miR-451_1, MS00004242) 
hsa_miR-657 Qiagen, Nemčija GGCAGGUUCUCACCCUCUCUAGG 
(Hs_miR-657_2, MS00010479) 
hsa_miR-182 Qiagen, Nemčija UUUGGCAAUGGUAGAACUCACACU 
(Hs_miR-182_2, MS00008855) 
hsa_miR-217 Qiagen, Nemčija UACUGCAUCAGGAACUGAUUGGA 
(Hs_miR-217_1, MS00003843) 
1 Kataloška številka je podana pri komercialno dostopnih začetnih oligonukleotidih. Sekvenca je podana pri 
vseh po naročilu narejenih začetnih oligonukleotidih in pri tistih komercialno dostopnih začetnih 
oligonukleotidih, kjer je znana. 
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3.3.8 Sekvenciranje 
Pomnoženim promotorskim odsekom smo določili nukleotidno zaporedje s sekvenciranjem 
po Sangerju. Dobljene pomnožke PCR smo najprej očistili z reagentom ExoSAP-IT 
(ThermoFisher, ZDA) po navodilih proizvajalca. Očiščen produkt smo nato uporabili kot 
matrično DNA za sekvenčno reakcijo, ki smo jo izvedli z reagentom BigDye 
Terminator v3.1 na aparaturi Applied Biosystems SimpliAmp (oboje ThermoFisher, ZDA). 
V preglednici 10 je prikazana sestava sekvenčne reakcije in pogoji pomnoževanja. Uporabili 
smo iste začetne oligonukleotide kot za PCR. Dobljene produkte smo očistili z reagentom 
BigDye X-Terminator (ThermoFisher, ZDA) po navodilih proizvajalca. Kapilarno 
elektroforezo smo izvedli na aparaturi SeqStudio, dobljene podatke pa obdelali s programom 
SeqA (oboje ThermoFisher, ZDA). 
 
Preglednica 10: Sekvenčna reakcija za analizo metilacije promotorjev. (A) Sestava reakcijske mešanice. (B) 
Pogoji pomnoževanja reakcije. 
Table 10: Sequencing reaction for the analysis of promoter methylation. (A) Components of the reaction 
mixture. (B) Temperature conditions for the reaction. 
A Sestava sekvenčne reakcije  B Pogoji pomnoževanja 
        
 Komponenta Volumen   Temperatura Čas  
 BigDye Terminator v3.1 1 μl   96 °C 1 min  
 BigDye Terminator buffer 3,5 μl   96 °C 10 sek  
 dH2O 11,7 μl   50 °C 5 sek 25x 
 začetni oligonukleotid 0,3 μl   60 °C 4 min  
 očiščen PCR produkt  3,5 μl   4 °C ∞  
 
3.3.9 Spletna orodja in podatkovne zbirke 
Pri iskanju nukleotidnih zaporedij miRNA in njihovih promotorskih regij smo uporabili 
spletno orodje Ensembl, izdaje 93 – 97 (GRCh38.p12) (Cunningham in sod., 2018). 
Identifikacijske oznake mest CpG smo poiskali s pomočjo datoteke Infinium 
MethylationEPIC v1.0 B5 Manifest File, kjer so zbrani podatki o več kot 850 000 mestih 
CpG, analiziranih z mikromrežo MethylationEPIC v1.0 B5 Array (dostopno na: 
https://support.illumina.com/downloads/infinium-methylationepic-v1-0-product-
files.html). 
Tarčne gene izbranih miRNA smo poiskali z uporabo naslednjih orodij: starBase 2.0 (Li in 
sod., 2013a), DIANA microT-CDS 5.0 (Paraskevopoulou in sod., 2013) in TargetScan 7.2 
(Agarwal in sod., 2015). 
Splošne informacije o circRNA in podatke o miRNA-vezavnih mestih na circRNA smo 
poiskali v naslednjih podatkovnih zbirkah: circBank (Liu in sod., 2019), circInteractome 
(Dudekula in sod., 2016) in circAtlas 2.0 (Ji in sod., 2019). 
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3.3.10 Statistična obdelava podatkov 
Statistične analize smo izvedli s programom SPSS 24.0 (IBM Analytics, ZDA), za grafični 
prikaz rezultatov pa smo uporabili tudi program Excel 2016 (Microsoft, ZDA). 
Pri analizi rezultatov qPCR (vrednosti Cq) smo uporabili metodo relativne kvantifikacije 
(Latham, 2010). Najprej smo za vsak vzorec izračunali geometrijsko povprečje vrednosti Cq 
referenčnih genov ter po enačbi 1 izračunali vrednosti ΔCq. Za tem smo za vsak analiziran 
gen izračunali povprečne vrednosti ΔCq zdravih kontrol ter z uporabo enačbe 2 izračunali 
vrednosti ΔΔCq za posameznega bolnika. Pri izračunu večkratnika spremembe izražanja 
(Fc) (enačba 3) izbranega gena ali nekodirajoče RNA smo uporabili povprečno vrednost 
ΔΔCq vseh bolnikov. 
∆ =  − 	

                                         … (1) 
 
ΔΔCq = ΔCq  − ΔCq                                   … (2) 
 
 = 2∆∆!"                                                          … (3) 
Pri analizi izražanja miRNA smo kot referenčne gene uporabili RNU6B, SNORA73A in 
SCARNA17, pri analizi izražanja mRNA in circRNA pa smo za referenčna gena uporabili 
RPS17 in RPL13A. Razlike v izražanju RNA med bolniki in zdravimi kontrolami smo 
ovrednotili z uporabo parametričnega t-testa ali neparametričnega testa Mann-Whitney U. 
Za parametrični test smo se odločili v primeru, da so bili rezultati normalno porazdeljeni, v 
nasprotnem primeru smo pri analizi uporabili ustrezen neparametrični test. Za preverjanje 
normalnosti porazdelitve podatkov smo uporabili vrednosti ΔCq in statistični test Shapiro-
Wilk, kjer statistično značilen rezultat pomeni, da podatki niso normalno porazdeljeni. 
Stopnjo povezanosti med izražanjem RNA in kliničnimi podatki smo ovrednotili z uporabo 
Spearmanovega koeficienta korelacij. Diagnostični potencial circRNA smo določili z 
analizo krivulj karakteristik delovanja sprejemnika (ROC, angl. receiver operating 
characteristics), optimalno točko krivulje ROC pa določili kot točko, ki je najbližje idealni 
točki (0, 1) in ima najnižjo vrednost d (enačba 4) (Perkins in Schisterman, 2006). Pri 
statističnih izračunih, ki se navezujejo na izražanje RNA, smo pri analizi uporabili vrednosti 
ΔCq. Pri vseh statističnih testih smo razlike označili kot statistično značilne pri vrednosti 
p < 0,05. 
# = $(1 − ')) + (1 − '+))                                          … (4) 
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4 REZULTATI 
4.1 IZRAŽANJE circRNA PRI BOLNIKIH Z ALS 
O izražanju circRNA pri bolnikih z ALS pred štirimi leti, ko smo začenjali s projektom, še 
ni bilo nič znanega. Z uporabo mikromrež za analizo izražanja circRNA smo želeli dobiti 
nek splošen vtis o njihovem izražanju pri bolnikih ter o razlikah v izražanju med bolniki in 
zdravimi kontrolami. Med circRNA s statistično značilno razliko v izražanju smo jih 11 
izbrali za nadaljnje potrjevanje izražanja na večjem številu vzorcev. Stopnjo izražanja 
posamezne circRNA smo nato povezali s kliničnimi podatki in z izražanjem drugih 
circRNA, pri circRNA s statistično značilno razliko v izražanju med bolniki in kontrolami 
pa smo s pomočjo krivulj ROC določili tudi njihov diagnostični potencial. 
4.1.1 Analiza rezultatov mikromrež 
V analizo izražanja circRNA z mikromrežami smo vključili 12 bolnikov in 8 zdravih kontrol, 
ki so se po starosti in spolu ujemali z bolniki (preglednica 2). Pri hierarhičnem združevanju 
vzorcev v skupine smo opazili, da se vzorci glede na profil izražanja circRNA razdelijo v 
dve večji skupini (slika 9A). Pri tem se dva bolnika uvrstita v skupino s šestimi zdravimi 
kontrolami, dve zdravi kontroli pa v skupino z desetimi bolniki. Med bolniki in zdravimi 
kontrolami smo identificirali 425 circRNA s statistično značilno razliko v izražanju med 
bolniki in zdravimi kontrolami. Stopnja izražanja pri 274 circRNA je bila pri bolnikih vsaj 
1,5-krat višja kot pri zdravih kontrolah, pri 151 circRNA pa vsaj 1,5-krat nižja (slika 9B) 
(Dolinar in sod., 2019). 
Med temi 425 circRNA smo si za nadaljnje potrjevanje izražanja izbrali 11 circRNA, šest z 
znižanim in pet z zvišanim izražanjem pri bolnikih (preglednica 11). Pri izbiranju circRNA 
za potrjevanje izražanja smo bili pozorni na popravljeno p-vrednost (Benjamini-Hochbergov 
popravek za večkratno testiranje), absolutno stopnjo spremembe v izražanju circRNA, 
genomsko lokacijo circRNA in vlogo gostiteljskega gena. Pet gostiteljskih genov je 
neposredno ali posredno povezanih z ALS, bodisi kot vzročni gen ali kot zapis za protein, ki 
interagira s proteinom, ki je vpleten v ALS. Preostalih šest gostiteljskih genov zapisuje za 
proteine, ki uravnavajo diferenciacijo mišic, sodelujejo pri prenosu živčnega signala v 
živčnomišičnih stikih, utišanju genov ali usmerjanju aksonov. 
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Slika 9: Analiza izražanja circRNA z mikromrežami (Dolinar in sod., 2019: 8055). (A) Hierarhično 
združevanje vzorcev v skupine in prikaz relativne stopnje izražanja posameznih circRNA na način »heatmap«. 
P: bolnik z ALS, C: zdrava kontrola. (B) Prikaz spremenjeno izraženih circRNA med bolniki in zdravimi 
kontrolami na način »volcano plot«. Statistično značilno bolj ali manj izražene circRNA so obarvane rdeče 
(p < 0,05, stopnja spremembe v izražanju > 1,5). 
Figure 9: Analysis of microarray results of circRNA expression (Dolinar et al., 2019: 8055). (A) Hierarchical 
clustering of samples and heatmap representation of circRNA relative expression levels. P: ALS patient, C: 
healthy control. (B) Volcano plot showing differentially expressed circRNAs between patients and healthy 
controls. Statistically significantly up- or down-regulated circRNAs are shown in red (p < 0.05, fold 
change > 1.5). 
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Preglednica 11: Seznam circRNA, ki so bile izbrane za potrjevanje izražanja s qPCR. 
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4.1.2 Potrditev izražanja circRNA s qPCR 
Izražanje izbranih circRNA smo potrdili na večjem številu vzorcev – 60 bolnikov z ALS in 
15 zdravih kontrol. Rezultati analize izražanja circRNA s qPCR (preglednica 12 in slika 10) 
so pokazali šest circRNA (hsa_circ_0000567, hsa_circ_0005218, hsa_circ_0035796, 
hsa_circ_0043138, hsa_circ_0063411 in hsa_circ_0088036) s statistično značilno zvišanim 
izražanjem pri bolnikih z ALS ter eno circRNA (hsa_circ_0023919) s statistično značilno 
znižanim izražanjem pri bolnikih z ALS. Izražanje ene circRNA (hsa_circ_0073647) je bilo 
prenizko, da bi lahko določili razliko v izražanju med bolniki z ALS ter zdravimi kontrolami. 
Pri pomnoževanju hsa_circ_0075320 smo s qPCR dobili nespecifične produkte, zaradi česar 
stopnje izražanja nismo mogli določiti. Stopnja izražanja dveh circRNA (hsa_circ_0001173 
in hsa_circ_0005896) je med bolniki in zdravimi kontrolami primerljiva. Med devetimi 
circRNA s statistično značilno razliko v izražanju so se rezultati izražanja na mikromrežah 
in s qPCR ujemali pri treh circRNA – izražanje hsa_circ_0023919 je pri bolnikih znižano, 
izražanje hsa_circ_0063411 in hsa_circ_0088036 pa zvišano. Preostale circRNA so na 
mikromrežah pokazale znižano izražanje, pri qPCR pa zvišano izražanje pri bolnikih. Med 
bolniki s prisotnimi HRE ali brez njih ni statistično značilnih razlik v izražanju circRNA 
(preglednica 13). 
Preglednica 12: Podrobni rezultati izražanja circRNA in statističnih analiz. Vrednosti ΔCq in ΔΔCq so podane 
kot povprečne vrednosti za posamezno skupino vzorcev. 
Table 12: Detailed results of circRNA expression and statistical analyses. ΔCq and ΔΔCq values are given as 
averages for each group of samples. 
 
hsa_circ_0000567 bolniki 1,98 0,046 < 0,001
zdrave kontrole 1,00 0,760
hsa_circ_0001173 bolniki 1,00 0,939    0,981
zdrave kontrole 1,00 0,332
hsa_circ_0005218 bolniki 1,36 0,544    0,041
zdrave kontrole 1,00 0,428
hsa_circ_0005896 bolniki 1,60 0,005    0,059
zdrave kontrole 1,00 0,958
hsa_circ_0023919 bolniki 0,30 0,362 < 0,001
zdrave kontrole 1,00 0,809
hsa_circ_0035796 bolniki 1,31 0,000    0,043
zdrave kontrole 1,00 0,335
hsa_circ_0043138 bolniki 2,08 0,119 < 0,001
zdrave kontrole 1,00 0,792
hsa_circ_0063411 bolniki 8,94 0,312 < 0,001
zdrave kontrole 1,00 0,846
hsa_circ_0088036 bolniki 3,62 0,297 < 0,001












 V primeru statistično značilnega testa Shapiro-Wilk (p < 0,05) smo uporabili test Mann-Whitney U, v nasprotnem primeru smo za 
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Slika 10: Izražanje izbranih circRNA pri bolnikih z ALS ter zdravih kontrolah. Prikazani so večkratniki spremembe 
izražanja (vrednosti Fc) za posamezno circRNA. Statistično značilne razlike v izražanju so označene z * (p < 0,05), 
** (p < 0,01) ali *** (p < 0,001). 
Figure 10: Expression of selected circRNAs in ALS patients and healthy controls. Shown are fold change values (Fc) for 
each circRNA. Statistically significant differences in expression levels are denoted as * (p < 0.05), ** (p < 0.01) or 
*** (p < 0.001). 
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Preglednica 13: Podrobni rezultati primerjave izražanja circRNA med bolniki s prisotnimi HRE in brez njih. 
Vrednosti ΔCq so podane kot povprečne vrednosti za posamezno skupino bolnikov. 
Table 13: Detailed results of circRNA expression comparison between patients with and without HRE. ΔCq 
values are given as averages for each group of patients. 
 
 
4.1.3 Povezava kliničnih podatkov in izražanja circRNA 
Z uporabo Spearmanovega testa korelacije rangov smo preverili povezave med kliničnimi 
podatki in izražanjem circRNA ter korelacije med izražanjem posameznih circRNA med 
seboj (preglednica 14). Rezultati Spearmanovega testa korelacije rangov za povezave med 
demografskimi podatki in izražanjem circRNA ter korelacije med izražanjem posameznih 
circRNA pri zdravih kontrolah so podani v prilogi A. Pri povezavah, ki se navezujejo na 
obliko ALS ali spol, lahko govorimo le o moči povezave, ne pa tudi o smeri povezave, saj 
so ti podatki dihotomični (razdeljeni v dve skupini) in je smer povezave odvisna od načina 
kodiranja podatkov. 
Starost bolnikov ob pojavu simptomov je močno pozitivno povezana s starostjo bolnika ob 
odvzemu krvi. Oblika ALS pri bolnikih je šibko povezana s spolom bolnika in stopnjo 
funkcijske prizadetosti ter s časom trajanja bolezni. Čas trajanja bolezni je zmerno pozitivno 
povezan s hitrostjo napredovanja bolezni, močno pozitivno povezan s časom preživetja 
bolnika ter zmerno negativno povezan s stopnjo funkcijske prizadetosti. Šibko negativno 
povezavo smo opazili tudi med stopnjo funkcijske prizadetosti in časom preživetja, čas 
preživetja pa je tudi močno pozitivno povezan s hitrostjo napredovanja ALS. 
hsa_circ_0000567 HRE + 0,188 0,179
HRE - 0,047
hsa_circ_0001173 HRE + 0,256 0,573
HRE - 0,978
hsa_circ_0005218 HRE + 0,320 0,839
HRE - 0,494
hsa_circ_0005896 HRE + 0,262 0,279
HRE - 0,087
hsa_circ_0023919 HRE + 0,316 0,546
HRE - 0,226
hsa_circ_0035796 HRE + 0,094 0,544
HRE - 0,167
hsa_circ_0043138 HRE + 0,234 0,389
HRE - 0,345
hsa_circ_0063411 HRE + 0,193 0,142
HRE - 0,184
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Starost bolnika ob odvzemu krvi je šibko negativno povezana z izražanjem 
hsa_circ_0023919 in hsa_circ_0088036 ter zmerno negativno povezana z izražanjem 
hsa_circ_0000567. Izražanje zadnjih dveh circRNA je podobno povezano tudi s starostjo ob 
pojavu simptomov. Izražanje hsa_circ_0063411 je šibko negativno povezano s časom 
trajanja bolezni, podobno je izražanje hsa_circ_0035796 povezano s časom preživetja 
bolnika. Stopnja funkcijske prizadetosti je šibko pozitivno povezana z izražanjem 
hsa_circ_0005218 in hsa_circ_0063411. 
Pri zdravih kontrolah opazimo zmerno povezavo med izražanjem hsa_circ_0043138 in 
spolom, pri bolnikih pa te povezave ni. 
Izražanje številnih circRNA je pri bolnikih pozitivno povezano med seboj, nekatere te 
povezave so statistično značilne tudi pri zdravih kontrolah. Izražanje hsa_circ_0088036 je 
pri zdravih kontrolah zmerno negativno povezano z izražanjem hsa_circ_0005896, pri 
bolnikih pa je ta povezava šibko pozitivna. 
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Preglednica 14: Povezava med kliničnimi podatki in izražanjem circRNA (Dolinar in sod., 2019: 8058). Podani so 
Spearmanovi koeficienti korelacije, statistično značilne korelacije so označene z * (p < 0,05) ali ** (p < 0,01). Klinični 
podatki so podrobneje opisani v preglednici 2. 
Table 14: Correlations between clinical data and circRNA expression (Dolinar et al., 2019: 8058). Spearman correlation 
coefficients are shown and statistically significant correlations are denoted with * (p < 0.05) or ** (p < 0.01). Details on 
clinical data are shown in table 2. 
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4.2 METILACIJA PROMOTORJA VPLIVA NA IZRAŽANJE miRNA 
V drugem sklopu eksperimentov smo želeli preveriti, ali metilacija promotorske regije 
vpliva na izražanje izbranih intergenskih miRNA ter kako sta izražanje miRNA in 
metilacijski status promotorja povezana s kliničnimi značilnostmi bolnikov. 
4.2.1 Izbor miRNA za analizo 
V analizo metilacijskega profiliranja celotnega genoma na čipu HiSeq 2000 
(Illumina, ZDA), ki je bila opravljena v okviru doktorske disertacije Katarine Vrabec, so bili 
vključeni štirje bolniki z ALS (priloga B). Analiza je izvedena v dveh delih – 
imunoprecipitaciji metiliranih fragmentov genoma (MeDIP) sledi sekvenciranje teh 
fragmentov. V okviru omenjene doktorske disertacije so nato na večjem številu vzorcev 
potrdili metilacijski status v promotorski regiji 14 genov, ki so bili izbrani izmed 200 najbolj 
metiliranih promotorjev genov (Vrabec, 2015). 
V okviru pričujoče doktorske disertacije smo izvedli novo analizo prej omenjenih rezultatov 
metilacijskega profiliranja celotnega genoma. Identificirali smo 29414 promotorskih regij, 
med njimi 1303 promotorjev miRNA. Razlike v metilaciji promotorjev pri bolnikih smo 
odkrili pri 358 promotorjih. Te razlike so določene na podlagi števila prebranih zaporedij na 
1000 baznih parov (prebranih zaporedij/kb), ki so med vzorci nato normalizirane na največje 
število prebranih zaporedij. Za posamezno regijo se določijo še točke MeDIP kot 
normalizirano število prebranih zaporedij glede na dolžino te regije. Pri nemetiliranih regijah 
so točke MeDIP nižje od 6,97 prebranih zaporedij/kb, delno metilirane regije imajo med 
6,97 in 164,44 prebranih zaporedij/kb, popolnoma metilirane regije pa več kot 164,44 
prebranih zaporedij/kb. Delna metilacija posameznega mesta CpG je posledica različne 
metiliranosti alelov v celici, kar pri analizi celokupne DNA zaznamo kot delno oz. 
nepopolno metilacijo izbranega mesta CpG, pri analizi metilacije v posamezni celici pa bi 
opazili popolnoma metilirana oba alela ali en metiliran in en nemetiliran alel ali dva 
nemetilirana alela. 
V ožji izbor naše analize smo vključili 127 promotorjev HCP ter 65 promotorjev ICP, pri 
katerih smo lahko razlike v metilaciji povezali s katero izmed kliničnih značilnosti – spolom, 
prisotnostjo HRE, trajanjem bolezni ali obliko ALS (slika 11). Teh 192 promotorjev pripada 
183 različnim miRNA, saj imajo nekatere dva ali tri promotorje (hsa-miR-1244-2, 
hsa-miR-3179-1, hsa-miR-3179-2, hsa-miR-3179-3, hsa-miR-3180-1, hsa-miR-4435-1 in 
hsa-miR-4435-2). Nekatere izmed teh 183 miRNA se po napovedih spletnih orodij 
potencialno vežejo tudi na različne circRNA. Na sliki 12 je prikazan presek miRNA s 
spremenjenim metilacijskim statusom promotorja in miRNA, ki se vežejo na štiri izbrane 
circRNA. Na hsa_circ_0005896 se potencialno veže 29 miRNA, dve izmed njih se 
potencialno vežeta tudi na hsa_circ_0023919, štiri na hsa_circ_0063411 ter ena na 
hsa_circ_0088036. 
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Med temi miRNA smo izbrali tri intergenske miRNA, miR-182, miR-217 in miR451a, za 
analizo metilacije promotorjev in izražanja (preglednica 15). MiR-182 se potencialno veže 
na tri circRNA (hsa_circ_0005218, hsa_circ_0005896 in hsa_circ_0063411), miR-217 na 
dve circRNA (hsa_circ_0005896 in hsa_circ_0023919), miR-451a pa na eno circRNA 
hsa_circ_0005896). MiR-182 (Liguori in sod., 2018) in miR-451a (Chen in sod., 2016b; 
Liguori in sod., 2018; Vrabec in sod., 2018) sta bili že predhodno opisani kot spremenjeno 
izraženi pri ALS. 
 
Slika 11: Razdelitev promotorjev miRNA z razlikami v metilaciji. Razdelitev temelji na kliničnih značilnostih, 
s katerimi smo lahko povezali razlike v metilaciji – spolom, prisotnostjo HRE (razširjenih hekasanukleotidnih 
ponovitev v genu C9orf72) in obliko ALS (spinalna ali bulbarna). HCP: promotor z visoko gostoto CpG mest, 
ICP: promotor s srednjo gostoto CpG mest. 
Figure 11: Distribution of miRNA promoters with differences in methylation levels. Separation is based on 
clinical characteristics with which we associated the difference in methylation – sex, presence of HRE 
(expanded hexanucleotide repeats in C9orf72 gene) and ALS type (spinal or bulbar). HCP: high CpG density 
promoter, ICP: intermediate CpG density promoter. 
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Slika 12: Presek miRNA s spremenjenim metilacijskim statusom promotorja (MeDIP miRNA) in miRNA, ki 
se potencialno vežejo na izbrane štiri circRNA. V skupini MeDIP miRNA je 183 miRNA s spremenjenim 
metilacijskim statusom promotorja. Med njimi se 29 miRNA potencialno veže na hsa_circ_0005896, štiri 
izmed njih se vežejo tudi na hsa_circ_0063411, ena na hsa_circ_0088036 in dve na hsa_circ_0023919. Med 
izpostavljenimi miRNA je 13 intergenskih miRNA (podčrtane). 
Figure 12: Overlap of miRNAs with altered promoter methylation and miRNAs that potentially bind to selected 
four circRNAs. In the MeDIP miRNA group are 183 miRNAs with differentially methylated promoters. 
Among these, 29 potentialy bind to hsa_circ_0005896, four of them also bind to hsa_circ_0063411, one to 
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Preglednica 15: Seznam intergenskih miRNA, ki so bile izbrane za analizo metilacije promotorjev in izražanja 
miRNA. Točke MeDIP: nemetilirani promotorji < 6,97 prebranih zaporedij/kb, delno metilirani promotorji > 
6,97 in < 164,44 prebranih zaporedij/kb, popolnoma metilirani promotorji > 164,44 prebranih zaporedij/kb. 
Table 15: List of intergenic miRNAs that were selected for analysis of promoter methylation status and miRNA 
expression. MeDIP points: non-methylated promoters < 6,97 reads/kb, partially methylated promoters > 6,97 
and < 164,44 reads/kb, fully methylated promoters > 164,44 reads/kb. 
 
 
4.2.2 Analiza metilacijskega statusa 
Pri izbranih miRNA smo s pomočjo bisulfitne pretvorbe in sekvenciranja po Sangerju 
določili metilacijski status izbranih mest CpG. Na slikah 13, 15 in 17 je za vsako preučevano 
mesto CpG podana kromosomska lokacija ter identifikacijska oznaka, če je znana. Pri mestih 
z znano identifikacijsko oznako so metilacijo že preučili v okviru projekta ENCODE (The 
Encyclopedia of DNA Elements, Enciklopedija elementov DNA). Omenjeni podatki so 
dostopni v okviru genomskega brskalnika UCSC. Metilacijski status pri mestih brez 
identifikacijske oznake po naših informacijah še ni bil določen. Pri miR-182 smo analizirali 
pet mest v promotorski regiji in štiri mesta v zaporedju miRNA (slika 13). Pri mestih v 
promotorski regiji nismo opazili razlik v metilaciji. Mesto CG 1 je bilo pri vseh bolnikih in 
zdravih kontrolah delno metilirano, mesta CG 2, CG 3, CG 4 in CG 5 pa so bila pri vseh 
vzorcih popolnoma metilirana (slika 14). Med štirimi mesti v zaporedju miRNA je bilo 
mesto CG 6 delno metilirano pri treh bolnikih in popolnoma metilirano pri vseh ostalih 
bolnikih in zdravih kontrolah. Mesto CG 7 je bilo popolnoma metilirano pri vseh vzorcih, 
pri mestih CG 8 in CG 9 pa smo opazili popolno ali delno metilacijo. Pri vzorcih z delno 
metilacijo (CG 8: 1 zdrava kontrola, CG 9: 11 bolnikov in 1 zdrava kontrola) smo hkrati 
opazili tudi spremembo G  A. Pri miR-217 smo analizirali štiri mesta v promotorski regiji 
(slika 15), ki so bila popolnoma metilirana pri vseh vzorcih (slika 16). Pri miR-451a smo 
analizirali dve mesti v promotorski regiji in dve mesti v zapisu miRNA (slika 17). Vsa štiri 
mesta so bila popolnoma metilirana pri vseh bolnikih in zdravih kontrolah (slika 18). 
Vzorec 1 Vzorec 2 Vzorec 3 Vzorec 4
miR-182 chr7: 129770382 -
129770492
HCP 47,35 0,00 38,47 33,01 oblika ALS
miR-217 chr2: 55982966 -
55983076
HCP 0,00 15,60 0,00 0,60 oblika ALS
miR-451a chr17: 28861368 -
28861440






Točke MeDIP (št. prebranih zaporedij/kb)
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Slika 13: Nukleotidno zaporedje intergenske miRNA miR-182. Podanih je 1000 nukleotidov v promotorski 
regiji, 110 bp dolgo zaporedje pre-miRNA v krepki pisavi ter 60 nukleotidov za zaporedjem miRNA. Mesta 
metilacije (CpG) so označena z rdečo, preučevana mesta CpG pa so tudi oštevilčena. Podane so tudi 
identifikacijske oznake za preučevana mesta CpG, če so znane, ter genomske lokacije posameznih mest CpG. 
Figure 13: Nucleotide sequence of intergenic miRNA miR-182. Shown are 1000 nucleotides of promoter 
region, 110 bp long pre-miRNA in bold letters and 60 nucleotides after the miRNA sequence. Methylation 
sites (CpG) are marked in red and investigated CpG sites are also numbered. Shown are also the genomic 
locations of each CpG site and its identification label if known. 
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Slika 14: Rezultati analize metilacijskega statusa izbranih mest CG pri miR-182. (A) Reprezentativni 
elektroferogrami za vsako analizirano mesto CpG. Pri mestih, ki so bila metilirana ali delno metilirana, (CG 6, 
CG 8 in CG 9) sta podana dva elektroferograma, za vsako stanje eden. (B) Podroben povzetek analize 
metilacijskega statusa. 
Figure 14: Results of methylation status analysis for selected CpG sites of miR-182. (A) Representative 
electropherograms for each CpG site. For sites with partially or fully methylated cytosine (CG 6, CG 8, and 
CG 9) one electropherogram is given for each methylation status. (B) Detailed summary of methylation status 
analysis. 
43 
Dolinar, A. Izražanje izbranih nekodirajočih RNA pri bolnikih z amiotrofično lateralno sklerozo. 
   Dokt. disertacija. Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta; Ljubljana, 2020 
 
 
Slika 15: Nukleotidno zaporedje intergenske miRNA miR-217. Podanih je 1000 nukleotidov v promotorski 
regiji, 110 bp dolgo zaporedje pre-miRNA v krepki pisavi ter 60 nukleotidov za zaporedjem miRNA. Mesta 
metilacije (CpG) so označena z rdečo, preučevana mesta CpG pa so tudi oštevilčena. Podane so tudi genomske 
lokacije posameznih mest CpG. 
Figure 15: Nucleotide sequence of intergenic miRNA miR-217. Shown are 1000 nucleotides of promoter 
region, 110 bp long pre-miRNA in bold letters and 60 nucleotides after the miRNA sequence. Methylation 
sites (CpG) are marked in red and investigated CpG sites are also numbered. Shown are also the genomic 
locations of each CpG site and its identification label if known. 
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Slika 16: Rezultati analize metilacijskega statusa izbranih mest CpG pri miR-217. (A) Reprezentativni 
elektroferogrami za vsako analizirano mesto CpG. (B) Podroben povzetek analize metilacijskega statusa. 
Figure 16: Results of methylation status analysis for selected CpG sites of miR-217. (A) Representative 
electropherograms for each CpG site. (B) Detailed summary of methylation status analysis. 
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Slika 17: Nukleotidno zaporedje intergenske miRNA miR-451a. Podanih je 1000 nukleotidov v promotorski 
regiji, 110 bp dolgo zaporedje pre-miRNA v krepki pisavi ter 60 nukleotidov za zaporedjem miRNA. Mesta 
metilacije (CpG) so označena z rdečo, preučevana mesta CpG pa so tudi oštevilčena. Podane so tudi 
identifikacijske oznake za preučevana mesta CpG, če so znane, ter genomske lokacije posameznih mest CpG. 
Figure 17: Nucleotide sequence of intergenic miRNA miR-451a. Shown are 1000 nucleotides of promoter 
region, 110 bp long pre-miRNA in bold letters and 60 nucleotides after the miRNA sequence. Methylation 
sites (CpG) are marked in red and investigated CpG sites are also numbered. Shown are also the genomic 
locations of each CpG site and its identification label if known. 
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Slika 18: Rezultati analize metilacijskega statusa izbranih mest CpG pri miR-451a. (A) Reprezentativni 
elektroferogrami za vsako analizirano mesto CpG. (B) Podroben povzetek analize metilacijskega statusa. 
Figure 18: Results of methylation status analysis for selected CpG sites of miR-451a. (A) Representative 
electropherograms for each CpG site. (B) Detailed summary of methylation status analysis. 
 
4.2.3 Izražanje miRNA 
Izražanje miR-182 in miR-451a je pri bolnikih statistično značilno višje kot pri zdravih 
kontrolah (preglednica 16 in slika 19). Izražanja miR-217 pri vzorcih nismo mogli določiti 
zaradi nespecifičnih pomnožkov qPCR. 
 
Preglednica 16: Podrobni rezultati izražanja in statističnih analiz za intergenski miRNA. Vrednosti ΔCq in 
ΔΔCq so podane kot povprečne vrednosti za posamezno skupino vzorcev. 
Table 16: Detailed results of intergenic miRNA expression and statistical analyses. ΔCq in ΔΔCq values are 
given as averages for each group of samples 
 
 
miR-182 bolniki 2,16 0,006 < 0,001
zdrave kontrole 1,00 0,685
miR-451a bolniki 16,58 0,498 < 0,001
zdrave kontrole 1,00 0,441
2,43 4,05
6,48 0,00
1 V primeru statistično značilnega testa Shapiro-Wilk (p < 0,05) smo uporabili test Mann-Whitney U, v nasprotnem primeru smo za 
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Slika 19: Izražanje intergenskih miRNA miR-182 in miR-451a. Statistično značilna razlika v izražanju je 
označena z *** (p < 0,001). Izražanja miR-217 zaradi nespecifičnih pomnožkov qPCR nismo mogli določiti 
(ND). 
Figure 19: Expression of intergenic miRNAs miR-182 and miR-451a. Statistically significant difference in 
expression levels is denoted as *** (p < 0.001). We were unable to determine the expression levels of miR-217 
due to nonspecific qPCR products (ND). 
 
4.2.4 Povezava izražanja miRNA in metilacije njihovih promotorjev ter kliničnih 
podatkov 
Izražanje miR-182 je šibko negativno povezano s trajanjem bolezni in časom preživetja ter 
zmerno negativno povezano s hitrostjo napredovanja bolezni pri bolnikih (preglednica 17). 
Izražanje miR-182 in miR-451a je zmerno pozitivno povezano med seboj. Izražanje 
intergenskih miRNA ni povezano s spolom ali starostjo zdravih kontrol (priloga C). 
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Preglednica 17: Povezava med kliničnimi podatki in izražanjem intergenskih miRNA. Podani so Spearmanovi 
koeficienti korelacij, statistično značilne korelacije so označene z * (p < 0,05) ali ** (p < 0,01). Klinični podatki 
so podrobneje opisani v preglednici 2. 
Table 17: Correlations between clinical data and intergenic miRNA expression. Spearman correlation 
coefficients are shown and statistically significant correlations are denoted as * (p < 0.05) or ** (p < 0.01). 
Details on clinical data are shown in table 2. 
 
 
Izražanje preučevanih intergenskih miRNA ni povezano z izražanjem njihovih 
predpostavljenih tarčnih circRNA (preglednica 18). 
 
Preglednica 18: Povezava med izražanjem intergenskih miRNA in njihovih predpostavljenih tarčnih circRNA. 
Podani so Spearmanovi koeficienti korelacij. 
Table 18: Correlations between intergenic miRNA expression and expression of their proposed target 
circRNAs. Spearman correlation coefficients are shown 
 
 
Pri miR-182 so bile razlike v metilaciji treh analiziranih metilacijskih mest (CG 6, CG 8 in 
CG 9). Za vsako metilacijsko mesto smo izračunali povprečno vrednost ΔCq ter standardno 
napako za popolnoma metilirane in za delno metilirane vzorce (preglednica 19). Znotraj 
skupine bolnikov oz. zdravih kontrol z različnim metilacijskim statusom posameznega mesta 
CpG ni statistično značilnih razlik v izražanju, kar pomeni, da razlike v metilaciji 
preučevanih treh metilacijskih mest ne vplivajo na izražanje miR-182. 
 
miR-182 miR-451a
Spol  0,066 -0,078
Starost ob odvzemu krvi -0,088 -0,105
Starost ob pojavu simptomov -0,038 -0,095
Oblika ALS -0,204 -0,033
Trajanje bolezni -0,362**  0,007
Čas preživetja -0,339* -0,136
Stopnja funkcijske prizadetosti  0,204  0,045
Hitrost napredovanja ALS -0,488**  0,193
miR-182 -  0,495**
miR-451a -
miR-182
hsa_circ_0005218   0,171
hsa_circ_0005896 -0,013
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Preglednica 19: Primerjava razlik v izražanju miR-182 glede na metilacijski status izbranih mest CpG. Podane 
so povprečne vrednosti ΔCq ± standardni odklon (SD). V izražanju miRNA med vzorci ni bilo statistično 
značilnih razlik glede na metilacijski status. 
Table 19: Differences in miR-182 expression with regard to the methylation status of selected CpG sites. Given 
are ΔCq averages ± standard deviation (SD). There were no significant differences in miRNA expression 
regarding the methylation status. 
 
 
4.3 IZRAŽANJE GOSTITELJSKEGA GENA VPLIVA NA IZRAŽANJE ncRNA 
V tretjem sklopu eksperimentov smo se posvetili izražanju gostiteljskih genov izbranih 
ncRNA. Dobljene rezultate izražanja genov smo nato povezali z izražanjem ncRNA in z 
demografskimi ter kliničnimi podatki bolnikov. 
4.3.1 Izbor gostiteljskih genov in ncRNA 
Analizo izražanja smo izvedli za naslednje gene: PICALM, TNRC6B, SUSD1 in AATK. Geni 
PICALM, TNRC6B, SUSD1 so gostiteljski geni treh circRNA, katerih spremenjeno izražanje 
se je ujemalo med mikromrežami in qPCR (hsa_circ_0023919, hsa_circ_0063411 in 
hsa_circ_0088036). Gen AATK je gostiteljski gen miR-657, miRNA, ki se po napovedih 
spletnih podatkovnih zbirk potencialno veže na hsa_circ_0088036. Vsi pari gostiteljskih 
genov in ncRNA so v smerni orientaciji. Gostiteljska gena AATK in TNRC6B sta po 
napovedih spletnih orodij tudi možna tarčna gena intergenske miRNA miR-182, ki je opisana 
v podpoglavju 4.2.  
4.3.2 Izražanje gostiteljskih genov in ncRNA 
Gostiteljski gen TNRC6B je bil pri bolnikih statistično značilno bolj izražen kot pri zdravih 
kontrolah, večkratnik spremembe v izražanju pa je bil nižji kot pri hsa_circ_0063411 
(preglednica 20 in slika 20). Pri izražanju treh gostiteljskih genov (PICALM, SUSD1 in 
AATK) ni bilo statistično značilnih razlik v izražanju med bolniki in zdravimi kontrolami. 
Razlike v izražanju hsa_circ_0023919 in hsa_circ_0088036 tako niso posledica sprememb 
v izražanju njihovih gostiteljskih genov. Stopnje izražanja miR-657 pri bolnikih in zdravih 
kontrolah s qPCR nismo mogli določiti, ker je bilo pomnoževanje miRNA nespecifično. 
Podatki o izražanju circRNA so za lažjo primerjavo z izražanjem njihovih gostiteljskih 
genov podani še enkrat (glej tudi preglednico 12 in sliko 10). 
Metilacijski




















CG 6 CG 8 CG 9
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Preglednica 20: Podrobni rezultati izražanja gostiteljskih genov in nekodirajočih RNA ter rezultati statističnih 
analiz. Vrednosti ΔCq in ΔΔCq so podane kot povprečne vrednosti za posamezno skupino vzorcev, podatki o 
izražanju treh circRNA pa so za lažjo primerjavo z izražanjem gostiteljskih genov podani še enkrat (glej tudi 
preglednico 12). 
Table 20: Detailed results of host gene and noncoding RNA expression and statistical analyses. ΔCq in ΔΔCq 
values are given as averages for each group of samples and data on circRNA expression is shown again for 
easier comparison with host gene expression (see also Table 12). 
 
PICALM bolniki 1,07  0,027   0,605
zdrave kontrole 1,00  0,180
hsa_circ_0023919 bolniki 0,30  0,362 < 0,001
zdrave kontrole 1,00  0,809
TNRC6B bolniki 1,48  0,136    0,011
zdrave kontrole 1,00  0,107
hsa_circ_0063411 bolniki 8,94  0,312 < 0,001
zdrave kontrole 1,00  0,846
SUSD1 bolniki 0,90 < 0,001    0,578
zdrave kontrole 1,00  0,969
hsa_circ_0088036 bolniki 3,62  0,297 < 0,001
zdrave kontrole 1,00  0,605
AATK bolniki 1,07 < 0,001    0,458
zdrave kontrole 1,00  0,844
8,91  1,86
10,77  0,00
1 V primeru statistično značilnega testa Shapiro-Wilk (p < 0,05) smo uporabili test Mann-Whitney U, v nasprotnem primeru smo za statistično 
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Slika 20: Izražanje gostiteljskih genov in nekodirajočih RNA. Statistično značilna razlika v izražanju med 
bolniki in kontrolami je označena z * (p < 0,05) ali *** (p < 0,001). Izražanja miR-657 zaradi nespecifičnih 
pomnožkov qPCR nismo mogli določiti (ND). Podatki o izražanju circRNA so prikazani še enkrat za lažjo 
primerjavo z izražanjem njihovih gostiteljskih genov (glej tudi sliko 10). 
Figure 20: Expression of host genes and noncoding RNA. Statistically significant differences in expression 
levels between patients and healthy controls are denoted as * (p < 0.05) or *** (p < 0.001). We were unable to 
determine the expression levels of miR-657 due to nonspecific qPCR products (ND). CircRNA expression 
levels are shown again for easier comparison with host gene expression (see also Figure 10). 
 
4.3.3 Povezava izražanja gostiteljskih genov in ncRNA ter kliničnih podatkov 
Rezultati Spearmanovega testa korelacije rangov so pokazali, da je izražanje circRNA in 
njenega gostiteljskega gena šibko (hsa_circ_0023919 – PICALM ter hsa_circ_0063411 – 
TNRC6B) ali zmerno (hsa_circ_0088036 – SUSD1) pozitivno povezano (preglednica 21). 
Izražanje dveh gostiteljskih genov je šibko (AATK) ali zmerno (TNRC6B) pozitivno 
povezano s hitrostjo napredovanja ALS pri bolnikih. Pri zdravih kontrolah ne opazimo 
nobene izmed naštetih medsebojnih povezav (priloga D). Podrobnejši podatki o povezavah 
med kliničnimi podatki ter korelacijah z izražanjem circRNA so podani v preglednici 14, 
tukaj so podatki za circRNA podani zgolj za lažjo primerjavo z gostiteljskimi geni. 
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Preglednica 21: Povezava med kliničnimi podatki in izražanjem gostiteljskih genov ter nekodirajočih RNA. 
Podani so Spearmanovi koeficienti korelacij, statistično značilne korelacije so označene z * (p < 0,05) ali ** 
(p < 0,01). Korelacijski koeficienti za circRNA so za lažjo primerjavo z njihovimi gostiteljskimi geni podani 
še enkrat (glej tudi preglednico 14). Klinični podatki so podrobneje opisani v preglednici 2. 
Table 21: Correlations between clinical data and expression of host genes and noncoding RNAs. Spearman 
correlation coefficients are shown and statistically significant correlations are denoted as * (p < 0.05) or ** (p 
< 0.01). Coefficients for circRNAs are shown again for easier comparison with their host genes (see also Table 
14). Details on clinical data are shown in table 2. 
 
 
Nekateri gostiteljski geni so hkrati tudi predpostavljeni tarčni geni preučevanih intergenskih 
miRNA. Izražanje miR-182 je pri bolnikih negativno povezano z izražanjem 
predpostavljenega tarčnega gena TNRC6B (preglednica 22). 
 
Preglednica 22: Povezava med izražanjem preučevanih intergenskih miRNA in njihovih tarčnih genov. Podani 
so Spearmanovi koeficienti korelacij, statistično značilne korelacija je označena z ** (p < 0,01). 
Table 22: Correlations between intergenic miRNA expression and expression of their target genes. Spearman 
correlation coefficients are shown and statistically significant correlations is denoted as ** (p < 0.01). 
 
 
PICALM hsa_circ_0023919 TNRC6B hsa_circ_0063411
Spol -0,074  0,059 Spol -0,197 -0,117
Starost ob odvzemu krvi -0,180 -0,271* Starost ob odvzemu krvi -0,083 -0,152
Starost ob pojavu simptomov -0,126 -0,251 Starost ob pojavu simptomov -0,062 -0,126
Oblika ALS -0,016  0,078 Oblika ALS  0,006  0,123
Trajanje bolezni  0,007 -0,132 Trajanje bolezni  0,077 -0,342*
Čas preživetja  0,081 -0,080 Čas preživetja  0,206 -0,273
Stopnja funkcijske prizadetosti  0,140  0,199 Stopnja funkcijske prizadetosti -0,082  0,299*
Hitrost napredovanja ALS  0,125  0,037 Hitrost napredovanja ALS  0,443**  0,070
PICALM -  0,380** TNRC6B -  0,300*
hsa_circ_0023919 - hsa_circ_0063411 -
SUSD1 hsa_circ_0088036 AATK
Spol -0,099  0,086 Spol -0,149
Starost ob odvzemu krvi -0,202 -0,368** Starost ob odvzemu krvi -0,089
Starost ob pojavu simptomov -0,143 -0,350** Starost ob pojavu simptomov -0,049
Oblika ALS -0,062 -0,008 Oblika ALS  0,047
Trajanje bolezni -0,193 -0,056 Trajanje bolezni -0,069
Čas preživetja -0,186  0,009 Čas preživetja -0,038
Stopnja funkcijske prizadetosti  0,049  0,117 Stopnja funkcijske prizadetosti  0,053
Hitrost napredovanja ALS  0,146  0,162 Hitrost napredovanja ALS  0,340*




TNRC6B     -0,345**
53 
Dolinar, A. Izražanje izbranih nekodirajočih RNA pri bolnikih z amiotrofično lateralno sklerozo. 
   Dokt. disertacija. Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta; Ljubljana, 2020 
 
4.4 OPREDELITEV DIAGNOSTIČNEGA POTENCIALA SPREMENJENO 
IZRAŽENIH GENOV IN ncRNA 
4.4.1 Opredelitev diagnostičnega potenciala circRNA 
Možno uporabnost circRNA kot bioloških označevalcev za razlikovanje med bolniki in 
zdravimi kontrolami smo ocenili z uporabo krivulj ROC. Analizirali smo šest circRNA, ki 
so pri bolnikih statistično značilno bolj izražene in circRNA, ki je pri bolnikih statistično 
značilno manj izražena (slika 21 in preglednica 23). Pri vsaki krivulji smo preverili tudi 
občutljivost in specifičnost v optimalni točki. Pri petih analiziranih circRNA je površina pod 
krivuljo ROC (AUC, angl. area under the curve) statistično značilno večja od 0,5 (površina 
pod referenčno črto). Pri treh najbolj obetavnih bioloških označevalcih (hsa_circ_0023919, 




Slika 21: Krivulje ROC za circRNA s statistično značilno razliko v izražanju med bolniki in zdravimi 
kontrolami (Dolinar in sod., 2019: 8059). (A) Krivulje ROC za circRNA, ki so pri bolnikih zvišano izražene. 
(B) Krivulja ROC za circRNA z znižanim izražanjem pri bolnikih. 
Figure 21: ROC curves for circRNAs with statistically significant difference in expression between patients 
and healthy controls (Dolinar et al., 2019: 8059). (A) ROC curves for circRNA that are upregulated in ALS 
patients. (B) ROC curve for downregulated circRNA. 
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Preglednica 23: Podrobni podatki za krivulje ROC - circRNA. AUC: površina pod krivuljo ROC, SE: 
standardna napaka, d: razdalja med optimalno točko in točko (0, 1). 
Table 23: Detailed information for ROC curves - circRNA. AUC: area under the ROC curve, SE: standard 
error, d: distance between the optimal point and point (0, 1). 
 
 
4.4.2 Opredelitev diagnostičnega potenciala miRNA 
Obe spremenjeno izraženi miRNA (slika 22 in preglednica 24) imata vrednost AUC 
statistično značilno večjo od 0,5. Občutljivost in specifičnost v optimalni točki sta pri 
miR-451a večji od 0,98, pri miR-182 pa sta ti vrednosti nižji. 
 
Slika 22: Krivulji ROC za spremenjeno izraženi miRNA. 
Figure 22: ROC curves for differentially expressed miRNAs. 
circRNA AUC SE p-vrednost
95 % interval 
zaupanja AUC Občutljivost1 Specifičnost1 d
hsa_circ_0000567 0,894 0,041 < 0,001 0,814 - 0,974 0,792 0,923 0,221
hsa_circ_0005218 0,623 0,100    0,173 0,426 - 0,819 0,623 0,615 0,539
hsa_circ_0023919 0,952 0,023 < 0,001 0,907 - 0,997 0,900 0,933 0,120
hsa_circ_0035796 0,673 0,104    0,054 0,469 - 0,878 0,830 0,615 0,420
hsa_circ_0043138 0,763 0,071    0,003 0,625 - 0,902 0,736 0,692 0,406
hsa_circ_0063411 1,000 0,000 < 0,001 1,000 - 1,000 1,000 1,000 0,000
hsa_circ_0088036 0,959 0,023 < 0,001 0,914 - 1,000 0,906 0,923 0,122
1Stopnja občutljivosti in specifičnosti v optimalni točki.
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Preglednica 24: Podrobni podatki za krivulji ROC - miRNA. AUC: površina pod krivuljo ROC, SE: standardna 
napaka, d: razdalja med optimalno točko in točko (0, 1). 
Table 24: Detailed information for ROC curves - miRNA. AUC: area under the ROC curve, SE: standard error, 
d: distance between the optimal point and point (0, 1). 
 
 
4.4.3 Opredelitev diagnostičnega potenciala gostiteljskih genov 
Med gostiteljskimi geni je bilo statistično značilno spremenjeno zgolj izražanje gena 
TNRC6B (slika 23 in preglednica 25). Površina pod krivuljo ROC je enaka 0,728, v optimalni 
točki pa je občutljivost 0,617 ter specifičnost 0,800. 
 
Slika 23: Krivulja ROC za spremenjeno izražen gostiteljski gen. 
Figure 23: ROC curve for differentially expressed host gene. 
 
 
Preglednica 25: Podrobni podatki za krivuljo ROC - mRNA. AUC: površina pod krivuljo ROC, SE: standardna 
napaka, d: razdalja med optimalno točko in točko (0, 1). 
Table 25: Detailed information for ROC curve - mRNA. AUC: area under the ROC curve, SE: standard error, 
d: distance between the optimal point and point (0, 1). 
 
mRNA AUC SE p-vrednost
95 % interval 
zaupanja AUC Občutljivost1 Specifičnost1 d
miR-182 0,783 0,060   0,001 0,666 - 0,901 0,733 0,733 0,377
miR-451a 0,999 0,002 < 0,001 0,995 - 1,000 0,983 1,000 0,017
1Stopnja občutljivosti in specifičnosti v optimalni točki.
mRNA AUC SE p-vrednost
95 % interval 
zaupanja AUC Občutljivost1 Specifičnost1 d
TNRC6B 0,728 0,072 0,007 0,586 - 0,869 0,617 0,800 0,432
1
Stopnja občutljivosti in specifičnosti v optimalni točki.
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5 RAZPRAVA 
Spremenjeno izražanje circRNA so potrdili v številnih tkivih, kjer so circRNA vključene v 
različne procese, tako fiziološke kot patološke. Opisali so že njihovo vlogo pri diferenciaciji 
nevronov (Hollensen in sod., 2019), tvorbi sinaps (Chen in sod., 2018) in miocitov (Legnini 
in sod., 2017) ter uravnavanju rasti celic (Zheng in sod., 2016). Vpletene so tudi v moteno 
izrezovanje miRNA, tumorigenezo, nastanek različnih nevrodegenerativnih in drugih 
bolezni (Haque in Harries, 2017). V pričujoči doktorski disertaciji smo kot prvi opisali 
spremenjeno izražanje circRNA pri bolnikih z ALS ter njihovo potencialno uporabnost za 
diagnostične biološke označevalce. 
Pri analizi izražanja circRNA z mikromrežami smo odkrili 425 circRNA s statistično 
značilno razliko v izražanju med levkociti bolnikov in zdravih kontrol (Dolinar in sod., 
2019). Za potrjevanje izražanja na večjem številu vzorcev smo si izbrali 11 circRNA, ki so 
preko gostiteljskega gena potencialno povezane z ALS. Šest circRNA je bilo statistično 
značilno bolj izraženih pri bolnikih (hsa_circ_0000567, hsa_circ_0005218, 
hsa_circ_0035796, hsa_circ_0043138, hsa_circ_0063411 in hsa_circ_0088036), ena pa je 
bila statistično značilno manj izražena (hsa_circ_0023919). Razlika v izražanju 
hsa_circ_0001173 in hsa_circ_0005896 med bolniki in zdravimi kontrolami je bila 
statistično neznačilna (p = 0,981 in p = 0,059), vendar lahko pri hsa_circ_0005896 vidimo 
določeno razliko v izražanju, ki bi jo bilo smiselno potrditi še na večjem številu vzorcev. 
Izražanje hsa_circ_0073647 je bilo pri vzorcih prenizko, da bi ga z uporabljeno 
metodologijo lahko zanesljivo določili, pri hsa_circ_0075320 pa smo dobili nespecifične 
produkte qPCR, ki onemogočajo pravilno analizo izražanja. Izražanje preučevanih circRNA 
se med bolniki s prisotnimi HRE in brez njih ni razlikovalo. Glede na frekvence znanih 
mutacij v preostalih bolezenskih genih je število bolnikov s prisotno mutacijo v slovenski 
populaciji prenizko, da bi lahko preučevali vpliv mutacij na izražanje circRNA znotraj 
slovenske populacije. 
Rezultati izražanja treh circRNA (hsa_circ_0023919, hsa_circ_0063411 in 
hsa_circ_0088036) so se ujemali med mikromrežami in qPCR, ujemajoča razlika v izražanju 
pa se je nakazovala tudi pri hsa_circ_0005896. Znano je, da na ujemanje ali neujemanje 
rezultatov med mikromrežami in kasnejšim potrjevanjem s qPCR vpliva več dejavnikov. 
Boljše ujemanje med rezultati je pri genih z zvišanim izražanjem, saj se pri znižano izraženih 
genih pojavi večja variabilnost v intenziteti točk na mikromrežah (Morey in sod., 2006). 
Prav tako je boljše ujemanje pri genih z večjo absolutno razliko v izražanju (|Fc| > 1,4) ter 
pri genih z nižjo p-vrednostjo (p < 0,0001). 
Raziskav o povezavi med circRNA in ALS trenutno še ni veliko. Znano je, da RNA-vezavni 
protein FUS vpliva na tvorbo circRNA v mišjih in človeških motoričnih nevronih, ki so jih 
vzgojili iz mišjih embrionalni matičnih celic oz. človeških induciranih pluripotentnih celic 
(Errichelli in sod., 2017). Mutacije v omenjenem proteinu vodijo do zvišanega ali znižanega 
izražanja številnih circRNA. V našem primeru morebitnih razlik v izražanju circRNA med 
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bolniki brez mutacij in z mutacijami v genu FUS ne moremo potrditi, ker genotipizacije gena 
FUS pri vključenih bolnikih nismo opravili. Glede na do sedaj znano frekvenco teh mutacij 
v slovenski populaciji (1,2 %; (Vrabec in sod., 2015) pa so v celotni zbirki slovenskih 
bolnikov z ALS predvidoma le trije ali štirje bolniki z mutacijami v genu FUS. Tako majhno 
število bolnikov niti ne omogoča verodostojne analize vpliva teh mutacij na izražanje 
circRNA in bi bila študija tako možna le v okviru kakšnega večjega mednarodnega 
konzorcija. Poleg FUS so z ALS povezani še nekateri drugi RNA-vezavni proteini, TDP-43, 
ATXN2, TAF15, HNRNPA1, HNRNPA2, MATR3 in TIA1 (Zhao in sod., 2018), vendar 
njihov vpliv na tvorbo circRNA še ni znan. Glede na rezultate podobnih raziskav pri raku 
(Dai in sod., 2018; Okholm in sod., 2020) je možno, da vsaj nekateri omenjeni proteini 
sodelujejo pri tvorbi circRNA. To bi lahko potrdili s funkcijskimi študijami na celičnih 
linijah, pri bolnikih pa bi lahko po opravljeni genotipizaciji RNA-vezavnih proteinov 
preučili, kako mutacije v teh genih vplivajo na sintezo circRNA. 
Ugotovili smo, da je izražanje nekaterih circRNA povezano z različnimi kliničnimi 
značilnostmi bolnikov. Večina teh povezav je šibko ali zmerno negativnih. Izražanje 
hsa_circ_0000567, hsa_circ_0023919 in hsa_circ_0088036 je pri bolnikih negativno 
povezano s starostjo ob odvzemu krvi, izražanje hsa_circ_0000567 in hsa_circ_0088036 pa 
tudi s starostjo ob pojavu simptomov. Pri zdravih kontrolah povezave med izražanjem 
circRNA in starostjo ob odvzemu krvi nismo opazili, zato lahko sklepamo, da je povezava 
bolezensko specifična. Šibko negativno povezavo najdemo tudi med izražanjem 
hsa_circ_0035796 in časom preživetja ter med izražanjem hsa_circ_0063411 in trajanjem 
bolezni. Izražanje hsa_circ_0005218 in hsa_circ_0063411 pa je šibko pozitivno povezano 
s stopnjo funkcijske prizadetosti pri bolnikih. Klinično pomembnost teh povezav bi bilo 
potrebno potrditi na večjem številu vzorcev ter preveriti obstoj teh povezav tudi pri bolnikih 
z drugimi nevrodegenerativnimi in mišičnimi obolenji. Možno je namreč, da opaženo 
spremenjeno izražanje circRNA in povezave s kliničnimi podatki niso specifične zgolj za 
ALS, ampak so to nespecifične posledice propadanja mišic in nevronov, prisotnosti 
proteinskih agregatov ter vnetnih procesov, kar je značilno tudi za nekatere druge 
nevrodegenerativne bolezni. Izražanje številnih preučevanih circRNA je bilo zmerno do 
močno pozitivno povezano z izražanjem drugih preučevanih circRNA (preglednica 14), kar 
je lahko posledica vpetosti v podobne biološke procese ali skupne regulacije izražanja; to bi 
lahko preverili s študijami in vitro in in vivo. 
V literaturi so opisani številni primeri RNA-regulatornih mrež, ki sodelujejo pri uravnavanju 
izražanja genov in ncRNA, znotraj teh mrež najdemo tudi circRNA (Yamamura in sod., 
2018). V nadaljevanju smo se osredotočili na tri najbolj obetavne biološke označevalce ter 
preučili del mRNA-circRNA-miRNA mreže, ki jo predvidoma tvorijo (slika 24). 
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Slika 24: Shematski prikaz preučevanih mRNA-circRNA-miRNA mrež. Osredotočili smo se na tri circRNA, 
njihove gostiteljske gene in tri miRNA, ki se potencialno vežejo tako na circRNA kot tudi na nekatere 
gostiteljske gene. Zelene puščice predstavljajo transkripcijo, modre črte pa potencialno vezavo na 
circRNA/mRNA. ↑: zvišano izražanje pri bolnikih; ↓: znižano izražanje pri bolnikih; =: ni razlike v izražanju; 
stopnja izražanja miR-217 in miR-657 ni bila določena. 
Figure 24: Schematic representation of studied mRNA-circRNA-miRNA networks. We focused on three 
circRNA, their host genes, and three miRNA that potentionally target circRNAs as well as some of the host 
genes. Green arrows represent transcription and blue lines represent potential binding to circRNA/mRNA. ↑: 
upregulated in ALS patients; ↓: downregulated in ALS patients; =: no difference in expression levels between 
ALS patients and healthy controls; expression levels of miR-217 and miR-657 were not determined. 
 
Hsa_circ_0023919 je pri bolnikih z ALS znižano izražena circRNA, ki je zapisana v genu 
PICALM. V živčnomišičnih stikih PICALM sodeluje pri pripenjanju klatrina na 
citoplazemsko membrano in uravnava velikost endocitotskih veziklov (Tebar in sod., 1999). 
V izražanju gostiteljskega gena med bolniki in zdravimi kontrolami ni razlik. Sklepamo 
lahko, da je znižano izražanje circRNA tako posledica različnih posttranskripcijskih 
mehanizmov (npr. spremenjeno izrezovanje intronov, razlike v vezavi ali prisotnosti RNA-
vezavnih proteinov med bolniki in zdravimi kontrolami). Poleg hsa_circ_0023919 je v genu 
PICALM zapisanih še 105 drugih circRNA. Ena izmed njih (hsa_circ_0023923) je bila 
znižano izražena v možganskem tkivu bolnikov z Alzheimerjevo boleznijo (Dube in sod., 
2019), v drugi študiji pa razlik med zdravimi kontrolami in bolniki z Alzheimerjevo 
boleznijo ter med zdravimi kontrolami in bolniki s frontotemporalno demenco niso opazili 
(Cervera-Carles in sod., 2020). Gen PICALM so že povezali z Alzheimerjevo boleznijo (Jun 
in sod., 2010), v frontalnem korteksu bolnikov z Alzheimerjevo boleznijo pa je zvišano 
izražen (Baig in sod., 2010). Na hsa_circ_0023919 se potencialno veže 19 miRNA, ena 
izmed njih je intergenska miRNA miR-217. Pri analizi metilacijskega statusa promotorja 
59 
Dolinar, A. Izražanje izbranih nekodirajočih RNA pri bolnikih z amiotrofično lateralno sklerozo. 
   Dokt. disertacija. Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta; Ljubljana, 2020 
 
miR-217 nismo odkrili nobenih sprememb v metilaciji analiziranih mest CpG, izražanja 
miRNA pa zaradi nespecifičnih pomnožkov nismo mogli določiti. 
Hsa_circ_0088036 je zapisana v genu SUSD1, ki je potencialno povezan z ALS (Schymick 
in sod., 2007). O vlogi proteina SUSD1 ni še skoraj nič znanega, njegovi paralogi pa imajo 
različne vloge pri nastanku tumorjev in njihovem zasevanju ter pri uravnavanju delovanja 
imunskega sistema (Gialeli in sod., 2018). V izražanju gostiteljskega gena med bolniki in 
zdravimi kontrolami ni razlik, circRNA pa je pri bolnikih zvišano izražena, kar – podobno 
kot pri hsa_circ_0023919 – nakazuje na posttranskripcijsko uravnavanje nastanka circRNA. 
V zaporedju hsa_circ_0088036 je 16 potencialnih vezavnih mest za miRNA, med katerimi 
je tudi miR-657. Zapis za miRNA se nahaja v genu AATK, ki je bil že predhodno opisan kot 
spremenjeno izražen pri bolnikih z ALS (Vrabec in sod., 2018). Izražanja miRNA zaradi 
nespecifičnih pomnožkov nismo mogli določiti, v izražanju gostiteljskega gena AATK pa 
med bolniki in zdravimi kontrolami nismo opazili razlik. Razlike v izražanju gostiteljskega 
gena med študijama so verjetno posledica drugih referenčnih genov, ki smo jih uporabili pri 
normalizaciji rezultatov qPCR ali drugih skupin bolnikov in zdravih kontrol. 
Hsa_circ_0063411 je zadnja circRNA v sklopu preučevanih mRNA-circRNA-miRNA 
mrež. Zapisana je v genu TNRC6B poleg 26 drugih circRNA. Protein ali njegova paraloga 
TNRC6A in TNRC6C skupaj s proteini AGO in miRNA tvorijo RISC in sodelujejo pri 
utišanju genov (Daugaard in Hansen, 2017). Tako circRNA kot njen gostiteljski gen sta 
zvišano izražena pri bolnikih z ALS, razlika v stopnji izražanja med bolniki in zdravimi 
kontrolami pa je večja pri circRNA. Sklepamo lahko, da je zvišano izražanje circRNA 
posledica tako transkripcijskega (zvišano izražanje gostiteljskega gena) kot 
posttranskripcijskega uravnavanja njenega izražanja (razlike v izrezovanju intronov, vezavi 
RNA-vezavnih proteinov, …) (Yu in Kuo, 2019). Med 36 miRNA, ki se potencialno vežejo 
na hsa_circ_0063411, so štiri intergenske miRNA s spremenjenim metilacijskim statusom 
promotorja (miR-182, miR-488, miR-570 in miR-620). Izražanje miR-182 je pri bolnikih z 
ALS zvišano ter negativno povezano s trajanjem in hitrostjo napredovanja bolezni ter časom 
preživetja. Pri analizi metilacijskega statusa promotorja smo odkrili spremembe v 
metilacijskem statusu treh mest CpG, ki se nahajajo znotraj zapisa za miRNA. Mesto CG 6 
je bilo delno metilirano pri treh bolnikih, pri ostalih vzorcih pa popolnoma metilirano, razlika 
v metilaciji pa ne vpliva na stopnjo izražanja miRNA. Delna metilacija mesta CG 6 pri treh 
bolnikih je posledica različne metiliranosti alelov v levkocitih, kar pri analizi celokupne 
DNA zaznamo kot delno oz. nepopolno metilacijo izbranega mesta CpG, pri analizi 
metilacije v posamezni celici pa bi opazili popolnoma metilirana oba alela ali en metiliran 
in en nemetiliran alel ali dva nemetilirana alela. Pri mestih CG 8 in CG 9 smo poleg razlike 
v metilaciji opazili tudi hkratno spremembo G  A. Razlike v metiliranosti obeh mest so 
tako najverjetneje posledica delne izgube metilacijskega mesta zaradi polimorfizmov 
(CG 8: rs80041074; CG 9: rs76481776) (Sun in Zhang, 2014). Spremembi po doslej znanih 
podatkih nista klinično pomembni ter ne vplivata na izražanje miRNA pri bolnikih. MiR-182 
se po napovedih spletnih orodij potencialno veže tudi na dva gostiteljska gena, AATK in 
60 
Dolinar, A. Izražanje izbranih nekodirajočih RNA pri bolnikih z amiotrofično lateralno sklerozo. 
   Dokt. disertacija. Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta; Ljubljana, 2020 
 
TNRC6B. Šibko negativno povezavo smo opazili med izražanjem miR-182 in TNRC6B, 
vendar bi za kakršno koli potrditev vpliva miRNA na izražanje tega gena potrebovali 
funkcijsko študijo. 
Med možnimi funkcijami različnih circRNA je pogosto omenjeno tudi, da delujejo kot 
spužve za miRNA. Ni še popolnoma jasno, koliko vezavnih mest za miRNA je za tako 
funkcionalnost potrebnih, predvidevamo pa lahko, da eno ali dve mesti nista dovolj za to. V 
okviru analize metilacijskega statusa promotorja intergenske miRNA in njenega izražanja 
smo se tako osredotočili tudi na miR-451a, ki je bila predhodno že opisana kot znižano (Chen 
in sod., 2016b; Liguori in sod., 2018) ali zvišano (Vrabec in sod., 2018) izražena pri ALS. 
V zaporedju hsa_circ_0005896 najdemo vezavna mesta za kar 313 različnih miRNA, med 
njimi 118 vezavnih mest za miR-182 in devet vezavnih mest za miR-451a. Izražanje 
hsa_circ_0005896 je bilo pri bolnikih višje kot pri zdravih kontrolah, vendar razlika ni bila 
statistično značilna. Obe miRNA sta pri bolnikih zvišano izraženi, opazimo pa bistveno 
večjo razliko v izražanju med bolniki in zdravimi kontrolami pri miR-451a. Razlik v 
metilaciji analiziranih mest CpG znotraj promotorja miR-451a med bolniki in zdravimi 
kontrolami nismo opazili. Med izražanjem omenjenih ncRNA ni nobenih korelacij. O 
morebitni vlogi hsa_circ_0005896 kot spužve za miR-451a na podlagi dobljenih rezultatov 
sicer ne moremo govoriti, za to bi morali potrditi obstoj interakcij med miRNA in circRNA 
z ustrezno metodo (Gong in sod., 2018). 
Pri mRNA in ncRNA s statistično značilno razliko v izražanju smo preverili tudi njihov 
diagnostični potencial – kako dobro lahko na podlagi rezultatov njihovega izražanja 
ločujemo med bolniki in zdravimi kontrolami. Diagnostični potencial smo opredelili pri 
šestih zvišano izraženih in eni znižano izraženi circRNA, pri dveh miRNA in eni mRNA. 
Pri circRNA imajo trije najbolj obetavni biološki označevalci (hsa_circ_0023919, 
hsa_circ_0063411 in hsa_circ_0088036) površino pod krivuljo ROC večjo kot 0,95 ter več 
kot 90 % občutljivost in specifičnost v optimalni točki. S pomočjo optimalne točke lahko 
testne vrednosti razdelimo v dve skupini in višji kot sta občutljivost in specifičnost v tej 
točki, bolj natančna je delitev v pravilne skupine. Pri miRNA bi lahko – podobno kot prej – 
miR-451 opredelili kot obetaven biološki označevalec z več kot 98 % občutljivostjo in 100 % 
specifičnostjo v optimalni točki, vendar se njeno izražanje med različnimi študijami ne 
ujema, zato bi bilo pred tem potrebno poiskati razlog za razlike v izražanju med različnimi 
kohortami. Za dokončno potrditev uporabnosti omenjenih circRNA in miRNA kot 
specifičnih bioloških označevalcev za ALS bi bilo v primerjavo potrebno vključiti tudi 
bolnike z različnimi drugimi nevrodegenerativnimi in mišičnimi obolenji, ki kažejo podobno 
klinično sliko kot bolniki z ALS. 
Poleg možne uporabnosti za biološke označevalce je preučevanje izražanja in funkcij 
circRNA pomembno tudi za boljše razumevanje nastanka in razvoja bolezni. Pri 
Alzheimerjevi bolezni spremembe v izražanju različnih circRNA v višjem odstotku (~ 30 %) 
razložijo razlike v oceni demence na podlagi klinične lestvice za ocenjevanje demence (angl. 
Clinical Dementia Rating Scale) in na podlagi stopenj po Braaku kot število alelov APOE4 
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(do 5 %), ocenjeno število nevronov ali število amiloidnih plakov (Dube in sod., 2019). V 
drugi študiji so pokazali, da utišanje hsa_circ_0000285 v celičnih linijah raka materničnega 
vratu vodi do bistveno znižanega izražanja gena FUS (Chen in sod., 2019). Možno je, da 
spremembe v izražanju circRNA štejejo kot en ali več korakov znotraj šeststopenjskega 
procesa razvoja ALS (Al-Chalabi in sod., 2014) in bi tako način s spremenjenim izražanjem 
circRNA lahko pojasnili tudi variabilnost v izraženosti simptomov ali napredovanju ALS, 
predvsem pri bolnikih brez potrjenih mutacij v vzročnih genih. 
Največjo omejitev naše študije predstavlja nesorazmerje med številom bolnikov in zdravih 
kontrol, vključenih v analizo. Nesorazmerje v velikosti skupin izvira iz pomanjkanja 
ustrezno starih krvodajalk med dobljenimi vzorci zdravih kontrol, zaradi česar tudi nismo 
mogli vključiti več moških kontrol, saj bi bilo v nasprotnem primeru razmerje med spoloma 
pri zdravih kontrolah neustrezno. Opravili smo post hoc analizo občutljivosti naše študije 
(Hellemans in Vandesompele, 2011), da bi na podlagi danega števila vzorcev ugotovili 
velikost učinka, ki ga še lahko potrdimo z dovolj veliko gotovostjo (verjetnost napake tipa I 
(lažno pozitivni): 5 %; verjetnost napake tipa II (lažno negativni): 20 %). Pri izračunu smo 
uporabili programsko okolje R 4.0 (R CoreTeam, 2020) in funkcijo pwr.t2n.test iz 
paketa pwr (Champely, 2020). Ugotovili smo, da lahko potrdimo učinke, ki so večji ali 
enaki kot 0,82 (Cohenov d). Velikost učinka pri posameznih ncRNA in mRNA s statistično 
značilno razliko v izražanju med bolniki in zdravimi kontrolami smo določili s funkcijo 
cohen.d iz paketa effsize (Torchiano, 2020). Dovolj velik učinek za ustrezno 
ovrednotenje rezultatov smo opazili pri izražanju hsa_circ_0000567 (d = 1,65), 
hsa_circ_0023919 (d = 2,17), hsa_circ_0043138 (d = 1,15), hsa_circ_0063411 (d = 4,67), 
hsa_circ_0088036 (d = 2,31), miR-182 (d = 1,13) in miR-451a (d = 4,64), pri izražanju 
hsa_circ_0005218 (d = 0,60), hsa_circ_0035796 (d = 0,53) in TNRC6B (d = 0,76) pa je bil 
ta učinek premajhen. 
V prihodnosti bi bilo smiselno preučiti še izražanje circRNA v vzorcih seruma, plazme ali 
cerebrospinalne tekočine. V teh vzorcih namreč lahko najdemo proste circRNA, ki izvirajo 
iz propadajočih živčnih in mišičnih celic, z njihovo kvantifikacijo pa bi lahko dobili boljši 
vpogled v vlogo circRNA pri razvoju bolezni. V obstoječi analizi smo se namreč osredotočili 
na izražanje circRNA v levkocitih, kar je sicer lahko zelo uporabno za diagnostične ali 
prognostične biomarkerje, ne moremo pa na podlagi teh rezultatov izvedeti veliko o vlogi 
circRNA pri patogenezi ALS, saj dobimo vpogled predvsem v spremembe, ki se dogajajo v 
imunskem sistemu. 
Tako za analizo razlik v izražanju circRNA med različnimi skupinami bolnikov kot tudi za 
primerjavo njihovega izražanja v različnih tkivih bi lahko uporabili tudi naprednejše 
statistično-analitične pristope, kot je strojno učenje. Ob hkratni biokemijski analizi vzorcev 
krvi bi tako lahko poiskali vzporednice med biokemijskimi parametri, izražanjem ncRNA in 
rezultati kliničnih testiranj (elektromiografija, slikanje z magnetno resonanco, …), s katerimi 
bi lahko bolje napovedali napredovanje bolezni. Za iskanje napovednih bioloških 
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označevalcev, s katerimi bi lahko odkrivali bolezen v še neizraženi obliki, bi morali 
primerjati rezultate izražanja ncRNA, kliničnih testiranj in biokemijskih analiz krvi pri 
bolnikih pred in po pojavu simptomov. Takšna longitudinalna študija zahteva predvsem 
veliko število vzorcev, saj je potrebno zajeti dovolj oseb, ki bodo bolezen šele razvile, pri 
čemer sorodniki bolnikov z že izraženo boleznijo niso nujno najprimernejši, ker bi se tako 
osredotočili predvsem na iskanje označevalcev za FALS. 
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6 SKLEPI 
V doktorski disertaciji smo pokazali, da se izražanje circRNA in miRNA med bolniki in 
zdravimi kontrolami razlikuje. Na mikromrežah smo odkrili 425 spremenjeno izraženih 
circRNA ter s qPCR potrdili spremembe v izražanju sedmih circRNA (hsa_circ_0000567, 
hsa_circ_0005218, hsa_circ_0023919, hsa_circ_0035796, hsa_circ_0043138, 
hsa_circ_0063411 in hsa_circ_0088036). Rezultati izražanja na mikromrežah in s qPCR so 
se ujemali pri treh circRNA – hsa_circ_0023919, hsa_circ_0063411 in hsa_circ_0088036. 
Te tri circRNA smo na podlagi krivulj ROC označili kot najbolj obetavne biološke 
označevalce ALS. Pri bolnikih sta spremenjeno izraženi tudi dve intergenski miRNA, miR-
182 in miR-451a. Na podlagi teh rezultatov smo potrdili hipotezo, da se izražanje izbranih 
nekodirajočih RNA (circRNA, miRNA) med bolniki in zdravimi kontrolami razlikuje. 
Spremenjeno izražanje intergenskih miRNA ni povezano z metilacijo analiziranih mest CpG 
v njihovih promotorjih. Med petimi analiziranimi mesti CpG v promotorju miR-182 smo 
odkrili eno delno metilirano mesto ter štiri popolnoma metilirana mesta, metilacijski status 
nobenega izmed njih pa se ni razlikoval med bolniki in zdravimi kontrolami. Analizirali smo 
tudi štiri mesta CpG v zaporedju miRNA, med njimi je bilo eno s spremenjenim 
metilacijskim statusom (popolnoma metilirano pri 57 bolnikih in 15 zdravih kontrolah ter 
delno metilirano pri treh bolnikih). Pri dveh mestih pride do delne metilacije zaradi izgube 
metilacijskega mesta – spremembe G  A. Prav tako nismo opazili nobenih sprememb v 
metilacijskem statusu dveh mest CpG v promotorju miR-451a in dveh mest znotraj zaporedja 
le-te. S temi rezultati smo ovrgli hipotezo, da je spremenjeno izražanje izbranih 
nekodirajočih RNA (miRNA in/ali circRNA) povezano s spremembami v metilaciji njihovih 
promotorjev na nivoju DNA. 
Izražanje circRNA in njihovih preučevanih gostiteljskih genov je pozitivno povezano med 
seboj (hsa_circ_0023919 – PICALM, hsa_circ_0063411 – TNRC6B in hsa_circ_0088036 – 
SUSD1). Med bolniki in zdravimi kontrolami je bila statistično značilna razlika v izražanju 
gena TNRC6B, pri drugih dveh gostiteljskih genih pa ni bilo statistično značilne razlike v 
izražanju. Na podlagi teh rezultatov smo delno potrdili hipotezo, da so spremembe v 
izražanju izbranih intragenskih nekodirajočih RNA (miRNA in/ali circRNA) pozitivno ali 
negativno povezane s spremenjenim izražanjem njihovega gostiteljskega gena. 
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7 POVZETEK (SUMMARY) 
7.1 POVZETEK 
ALS je nevrodegenerativna bolezen, ki prizadene zgornje in spodnje motorične nevrone. 
Poznamo spinalno in bulbarno obliko, ki se med seboj razlikujeta glede na začetne 
simptome. Pri spinalni obliki se več težav pojavlja v mišicah okončin, bolniki z bulbarno 
obliko pa več težav opazijo z mišicami orofarinksa. Težave se pojavijo zaradi propadanja 
motoričnih nevronov in posledične izgube živčnomišičnih stikov. Poznamo več možnih 
vzrokov za to, v grobem pa je propadanje nevronov posledica motene homeostaze proteinov, 
motenega metabolizma DNA in RNA, motenega transporta celičnih veziklov ter v manjši 
meri tudi posledica vnetja, avtofagije in spremenjene aktivnosti celic glije. Pri približno 
70 % bolnikov z družinsko obliko in 20 % bolnikov s sporadično obliko bolezni najdemo 
mutacije v enem izmed 33 do sedaj znanih bolezenskih genov. Nastanek bolezni pri ostalih 
bolnikih je verjetno povezan s kombinacijo različnih epigenetskih dejavnikov. Z boleznijo 
so že povezali spremembe v metilaciji DNA, izražanju ncRNA ter različne modifikacije 
histonov. Med ncRNA pri ALS je o miRNA znanega že veliko, medtem ko o vlogi circRNA 
še ne vemo skoraj nič. V nedavni študiji so pokazali, da mutacije v genu FUS, enem izmed 
33 znanih bolezenskih genov, vodijo do spremenjenega izražanja circRNA v gojenih 
kulturah mišjih in človeških motoričnih nevronov, saj FUS s svojo vezavo na RNA uravnava 
izrezovanje intronov in posledično tvorbo circRNA. 
V okviru doktorske disertacije smo se posvetili preučevanju izražanja circRNA, miRNA in 
njihovih gostiteljskih genov ter metilaciji DNA v promotorski regiji intergenskih miRNA. 
V prvem delu smo s pomočjo analize izražanja circRNA na mikromrežah in kasnejšega 
potrjevanja izražanja s qPCR kot prvi odkrili številne spremenjeno izražene circRNA pri 
bolnikih z ALS. Pri šestih circRNA (hsa_circ_0000567, hsa_circ_0005218, 
hsa_circ_0035796, hsa_circ_0043138, hsa_circ_0063411 in hsa_circ_0088036) smo 
opazili zvišano izražanje, pri eni circRNA (hsa_circ_0023919) pa je bilo izražanje pri 
bolnikih znižano. Izražanje med mikromrežami in qPCR se je ujemalo pri treh circRNA 
(hsa_circ_0023919, hsa_circ_0063411 in hsa_circ_0088036), iste tri so se z več kot 90 % 
občutljivostjo in specifičnostjo v optimalni točki krivulje ROC ter AUC večjo kot 0,95 tudi 
izkazale kot najbolj obetavni biološki označevalci. Izražanje circRNA je večinoma šibko ali 
zmerno negativno povezano z različnimi kliničnimi značilnostmi bolnikov ter zmerno do 
močno pozitivno povezano z izražanjem drugih circRNA. 
V nadaljevanju smo se osredotočili na tri najbolj obetavne biološke označevalce in preučili 
izražanje njihovih gostiteljskih genov ter miRNA, ki se potencialno vežejo nanje. Pri 
intergenskih miRNA smo analizirali tudi metilacijski status izbranih mest CpG v njihovih 
promotorjih. Izbrane circRNA, miRNA in njihovi gostiteljski geni tvorijo dve različno 
kompleksni RNA-regulatorni mreži. Prvo mrežo tvorijo hsa_circ_0023919, gostiteljski gen 
PICALM in intergenska miRNA miR-217, ki se potencialno veže na circRNA. Izražanje 
circRNA je bilo pri bolnikih znižano, v izražanju gostiteljskega gena pa med bolniki in 
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zdravimi kontrolami nismo opazili razlik. Do spremenjenega izražanja circRNA tako 
verjetno pride zaradi različnih posttranskripcijskih mehanizmov, ki se med bolniki in 
zdravimi kontrolami razlikujejo. Izražanja miRNA zaradi nespecifičnih pomnožkov nismo 
mogli določiti, v metilaciji analiziranih mest CpG pa med bolniki in zdravimi kontrolami ni 
razlik. 
Preostali circRNA skupaj z njunima gostiteljskima genoma SUSD1 in TNRC6B, intergensko 
miR-182 ter intragensko miR-657 in njenim gostiteljskim genom AATK tvorita drugo 
predpostavljeno mrežo. Zvišano izražanje hsa_circ_0088036 je, podobno kot pri 
hsa_circ_0023919, posledica posttranskripcijskih mehanizmov, saj v izražanju 
gostiteljskega gena SUSD1 nismo opazili razlik med bolniki in zdravimi kontrolami. 
Nasprotno lahko domnevamo, da je vsaj del zvišanega izražanja hsa_circ_0063411 možno 
pripisati zvišanemu izražanju njenega gostiteljskega gena, TNRC6B. Ker je razlika pri 
circRNA bistveno večja kot pri gostiteljskem genu, lahko na zvišano izražanje circRNA 
vplivajo tudi drugi mehanizmi. Izražanja miR-657, ki se potencialno veže na 
hsa_circ_0088036, zaradi nespecifičnih pomnožkov nismo mogli določiti, v izražanju 
gostiteljskega gena AATK pa med bolniki in zdravimi kontrolami nismo opazili razlik. 
Povezovalni člen v tej mreži je miR-182, ki se potencialno veže tako na hsa_circ_0063411 
kot tudi na AATK in TNRC6B. Izražanje miRNA je bilo pri bolnikih zvišano, na to pa ne 
vpliva metilacijski status analiziranih mest CpG v njeni promotorski regiji, saj med bolniki 
in zdravimi kontrolami ni bilo razlik. Pri nekaterih bolnikih in zdravih kontrolah smo opazili 
delno izgubo metilacije na treh mestih CpG v zaporedju miRNA, spremenjen metilacijski 
status pa ne vpliva na izražanje miRNA. Opazili smo šibko negativno povezavo med 
izražanjem miR-182 in TNRC6B, za potrditev morebitnega vpliva miRNA na izražanje gena 
pa bi potrebovali funkcijsko študijo. Med izražanjem miR-182 in AATK nismo opazili 
povezave. 
V številnih študijah omenjajo možnost, da circRNA delujejo tudi kot spužve za miRNA. 
Sicer še ni popolnoma jasno, koliko vezavnih mest za eno miRNA je potrebnih za tako 
funkcionalnost, verjetno pa eno ali dve mesti nista dovolj. Vse tri zgoraj omenjene miRNA 
imajo eno ali dve vezavni mesti na circRNA, zato smo se v nadaljevanju osredotočili tudi na 
circRNA z več vezavnimi mesti za miRNA. Po napovedih spletnih orodij se na 
hsa_circ_0005896 veže kar 313 različnih miRNA, tudi intergenski miRNA miR-182 in 
miR-451a. V zaporedju circRNA najdemo 118 vezavnih mest za prvo in devet vezavnih mest 
za drugo miRNA. Izražanje obeh miRNA je bilo pri bolnikih zvišano, podobno kot pri 
miR-182 pa tudi spremenjeno izražanje miR-451a ni posledica razlik v metilaciji analiziranih 
mest CpG. Izražanje hsa_circ_0005896 je bilo pri bolnikih sicer zvišano, a ne statistično 
značilno (p = 0,059). Med izražanjem miRNA in circRNA nismo opazili nobenih povezav, 
o morebitni vlogi circRNA kot spužve pa na podlagi dobljenih rezultatov ne moremo 
govoriti, saj bi morali potrditi obstoj interakcije med miRNA in circRNA z ustrezno metodo. 
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7.2 SUMMARY 
ALS is a neurodegenerative disease that affects upper and lower motor neurons. It has two 
forms, spinal and bulbar, which vary in their initial symptoms. Spinal form affects 
predominately muscle of extremities and bulbar form interrupts normal functions of 
oropharynx muscles. Symptoms occur due to motor neuron death and loss of neuromuscular 
junctions. There are several reasons for this, among other disturbances in protein 
homeostasis, perturbations in DNA and RNA metabolism, and disrupted vesicular transport. 
Approximately 70% of patients with familial ALS and 20% of patients with sporadic ALS 
have disease-causing mutations in one of 33 disease genes. Disease development in others 
is probably due to the combination of various epigenetic factors. DNA methylation, 
expression of ncRNA, and changes in histone modifications are all associated with the 
disease. A lot is known about miRNAs involvement in ALS, less so about other ncRNAs 
and the disease. In a recent study the researchers showed that mutations in the FUS gene, 
one of 33 known disease genes, cause aberrant circRNA expression in mouse and human 
motor neuron cell cultures as the protein binding to RNA regulates intron splicing and 
consequently circRNA formation. 
In this thesis, we focused on circRNA and miRNA expression in ALS patients along with 
the expression of their host genes and methylation of intergenic miRNA promoters. The first 
part is devoted to circRNAs and their expression in ALS and is the first report of differential 
circRNA expression in ALS patients. Using the microarray and qPCR we found numerous 
differentially expressed circRNAs: six were upregulated in patients (hsa_circ_0000567, 
hsa_circ_0005218, hsa_circ_0035796, hsa_circ_0043138, hsa_circ_0063411, and 
hsa_circ_0088036) and one was downregulated (hsa_circ_0023919). Three of them showed 
identical regulation in both the discovery and validation phase (hsa_circ_0023919, 
hsa_circ_0063411, and hsa_circ_0088036). The same three circRNAs also have over 90% 
sensitivity and specificity in the ROC curve optimal point and AUC over 0.95 and were thus 
considered as the most promising biomarkers. CircRNA expression showed weak to 
moderate negative correlation with several clinical characteristics of ALS patients and 
moderate to strong correlation with expression levels of other circRNAs. 
Afterwards, we focused on the three most promising biomarkers and analysed expression 
levels of their host genes and miRNAs that target selected circRNAs. In the case of intergenic 
miRNAs, we also determined the methylation status of selected CpG sites in the promoter 
region. Selected ncRNAs and their host genes form two separate RNA regulatory networks. 
The first network includes hsa_circ_00239129, its host gene PICALM, and intergenic 
miR-217 that potentially binds to circRNA. CircRNA was downregulated in patients, while 
host gene expression showed no difference between patients and healthy controls. Change 
in circRNA expression level could be therefore attributed to different post-transcriptional 
mechanisms that differ between patients and healthy controls. We were unable to determine 
miRNA expression levels due to nonspecific qPCR products and analysed CpG sites in its 
promoter region showed no difference between samples. 
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Remaining two circRNAs, their host genes SUSD1 and TNRC6B, intergenic miR-182, and 
intragenic miR-657 with its host gene AATK comprise the second regulatory network. 
Upregulated expression of hsa_circ_0088036 could be, similarly to hsa_circ_0023919, 
attributed to changes in post-transcriptional mechanisms, since we observed no change in 
the expression of its host gene SUSD1. Contrary to this we observed an upregulated 
expression of hsa_circ_0063411 and its host gene, TNRC6B. Therefore, at least part of the 
circRNA upregulated expression could be associated with elevated host gene expression. 
Since the difference in expression levels between patients and healthy controls is much 
higher for circRNA than for its host gene, we could assume that some post-transcriptional 
mechanisms also regulate circRNA expression in patients. MiR-657 potentially binds to 
hsa_circ_0088036; unfortunately, we were unable to determine its expression due to 
nonspecific qPCR products. There were no differences in the expression levels of its host 
gene, AATK. The linking node in this network is miR-182 that potentially binds to 
hsa_circ_0063411 as well as AATK and TNRC6B. MiRNA was upregulated in ALS patients, 
but methylation status of analysed CpG sites in the promoter region exhibited no difference 
in the samples and thus had no influence on the expression levels. We did, however, observed 
partial loss of methylation at three CpG sites in the miRNA sequence, but this again did not 
affect miRNA expression. We observed a weak negative correlation between miR-182 and 
TNRC6B expression but functional studies are needed to confirm the potential influence of 
miRNA on the expression of this gene. No correlation was observed between miR-182 and 
AATK expression. 
Several studies also mention that circRNAs can act as miRNA sponges. It is unclear how 
many identical miRNA-binding sites are required to call circRNA a miRNA sponge, but one 
or two binding sites are probably not enough for this. The three above mentioned circRNAs 
all have just one or two binding sites for specific miRNAs, hence we also searched for a 
circRNA that could more likely be a sponge. According to web tools, hsa_circ_0005896 
could potentially bind 313 different miRNAs and has 118 binding sites for miR-182and nine 
binding sites for miR-451a. Both miRNAs were upregulated in ALS patients and, similarly 
to miR-182, differential expression of miR-451a was not caused by changes in the 
methylation level of selected CpGs in its promoter region. CircRNA hsa_circ_0005896 was 
also upregulated in patients, albeit not statistically significant (p = 0.059). We observed no 
correlation between miRNA and circRNA expression. Based on the presented results, we 
cannot argue if circRNA acts as a miRNA sponge or not, since the existence of miRNA-
circRNA interaction is to be determined. 
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Priloga A: Povezava demografskih podatkov in izražanja circRNA pri zdravih kontrolah. 
Prikazani so Spearmanovi koeficienti korelacije, statistično značilne korelacije so označene 
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Priloga B: Podatki o bolnikih, ki so bili vključeni v analizo metilacijskega profila celotnega 










1 M + 0,0 0,5 spinalna 
2 Ž - 1,0 1,0 bulbarna 
3 Ž + 4,0 6,5 spinalna 
4 M - 4,5 5,5 spinalna 
1Čas od pojava simptomov do odvzema krvi. 
2Čas od pojava simptomov do smrti. 
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Priloga C: Povezava demografskih podatkov in izražanja miRNA ter izražanja miRNA in 
tarčnih circRNA pri zdravih kontrolah. Prikazani so Spearmanovi koeficienti korelacije. 
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Priloga D: Povezava demografskih podatkov, izražanja gostiteljskih genov in nekodirajočih 
RNA ter miRNA in gostiteljskih genov kot njihovih tarčnih genov pri zdravih kontrolah. 
Prikazani so Spearmanovi koeficienti korelacije. Klinični podatki so podrobneje opisani v 
preglednici 2. Koeficienti korelacij za circRNA so podani zgolj za lažjo primerjavo s 
koeficienti korelacij za njihove gostiteljske gene (glej tudi prilogo A). 
 
 
PICALM hsa_circ_0023919 TNRC6B hsa_circ_0063411
Spol  0,063  0,283 Spol  0,189  0,166
Starost ob odvzemu krvi -0,175 -0,107 Starost ob odvzemu krvi  0,029  0,086
PICALM -  0,161 TNRC6B -  0,160
hsa_circ_0023919 - hsa_circ_0063411 -
SUSD1 hsa_circ_0088036 AATK
Spol  0,409  0,126 Spol -0,031
Starost ob odvzemu krvi -0,499  0,268 Starost ob odvzemu krvi -0,131
SUSD1 - -0,014 AATK -
hsa_circ_0088036 -
